



Funktionelle Genomanalyse von 
sekretorischen Proteinen und den Wirtszell-
Pathogen-Interaktionen des human-
pathogenen Erregers Listeria monocytogenes 
 
 
Von der Gemeinsamen Naturwissenschaftlichen Fakultät 
der Technischen Universität Carolo-Wilhelmina 
zu Braunschweig 
zur Erlangung des Grades eines 
Doktors der Naturwissenschaften  
(Dr.rer.nat.) 
genehmigte 








von Matthias Trost 




1. Referent: Prof. Jürgen Wehland 
2. Referent: Prof. Dieter Jahn 
eingereicht am: 05.08.2004 
mündliche Prüfung (Disputation) am: 08.10.2004 
  
Name: Matthias Trost 
Anschrift: Zum Ackerberg 1, 38126 Braunschweig 
 
Ich erkläre hiermit an Eides Statt, dass ich 
 
1. die vorliegende Dissertation mit dem Thema 
 
 „Funktionelle Genomanalyse von sekretorischen Proteinen und den Wirtszell-Pathogen-
Interaktionen des human-pathogenen Erregers Listeria monocytogenes“ 
 
 
 selbständig verfasst, 
 mit Genehmigung des Vorsitzenden der Gemeinsamen Naturwissenschaftlichen Fakultät 
 der Technischen Universität Braunschweig, vertreten durch den Mentor der Arbeit,  
vom 04.08.2004 bereits teilweise veröffentlicht, 
 nicht als Diplomarbeit oder ähnliche Prüfungsarbeit verwendet 
 und die benutzten Hilfsmittel vollständig angegeben, 
 
2. früher ein Promotionsgesuch noch nicht eingereicht habe. 
 






  I 
VORVERÖFFENTLICHUNGEN DER DISSERTATION 
 
Teilergebnisse aus dieser Arbeit wurden mit Genehmigung der Gemeinsamen 
Naturwissenschaftlichen Fakultät, vertreten durch den Mentor der Arbeit, in 




Bierne, H., Mazmanian, S. K., Trost, M., Pucciarelli, M. G., Liu, G., Dehoux, P., Jansch, 
L., Garcia-del Portillo, F., Schneewind, O., and Cossart, P.,  
Inactivation of the srtA gene in Listeria monocytogenes inhibits anchoring of surface 
proteins and affects virulence, Mol.Microbiol., 43 [4], 869-881, (2002) 
 
Trost, M., Wehmhöner, D., Kärst, U., Dieterich, G., Wehland, J., and Jänsch, L.,  
Comparative proteome analysis of secretory proteins from pathogenic and non-





Trost, M., Wehmhöner, D., Kärst, U., Dieterich, G., Wehland J., and Jänsch, L.,  
Comparative characterisation of supernatant proteins of the human pathogen Listeria 
monocytogenes and apathogenic Listeria innocua, Bioperspectives, Wiesbaden 
(2004) 
 
Trost, M., Wehmhöner, D., Kärst, U., Dieterich, G., Wehland J., and Jänsch, L.,  
Comparative characterisation of supernatant proteins of the human pathogen Listeria 
monocytogenes and apathogenic Listeria innocua, Jahrestagung der VAAM, 
Braunschweig (2004) 
 
Trost, M., Wehmhöner, D., Kärst, U., Dieterich, G., Wehland J., and Jänsch, L.,  
Functional Characterisation of the Secretome of the Human Pathogen Listeria 
monocytogenes, Proteomics-Forum, München (2003) 
 
Trost, M., Wehmhöner, D., Kärst, U., Dieterich, G., Wehland J., and Jänsch, L.,  
Analysis of PrfA-dependent secretory proteins of the Human Pathogen Listeria 
monocytogenes, Functional Genomics: From Bacteria to Man, Greifswald (2003) 
 
Trost, M., Wehland J., and Jänsch, L.,  
Host-cell response to Listeria monocytogenes invasion, Human Proteome 
Organisation (HUPO), 2nd Annual congress, Montréal (2003) 
 
Trost, M., Munder, R., Wehland J., and Jänsch, L.,  
Analysis of PrfA-dependent secretory proteins of Listeria monocytogenes, Justus-
Liebig-Symposium, Bioanalytical Quantum Steps, Giessen (2003) 
 
Trost, M., Bierne, H., Jänsch, L., and Wehland J.,  
Analysis of cell wall proteins involved in host-pathogen interactions, Dechema, 
Bielefeld, (2002) 
 
Trost, M., Bierne, H., Jänsch, L., and Wehland J.,  
Gel-less proteomics approach for the identification of covalently bound cell wall 
proteins, Jahrestagung der DGMS, Heidelberg (2002) 
 
  II 
Baumgärtner, M., Dieckmann, O., Kärst, U., Jänsch, L., Schaumburg, J., Trost M., and 
Wehland J., 
Overcoming the Limitations of standard 2D Gel-Electrophoresis, Jahrestagung der 
DGMS, Heidelberg (2002) 
 
Trost, M., Bierne, H., Jänsch, L., and Wehland J.,  
Gel-less proteome approach for the characterisation of low abundant cell wall 




Trost, M., Bierne, H., Jänsch, L., and Wehland J.,  
Analysis of cell wall proteins involved in host-pathogen interactions, Vortrag, 
Hiddensee-Symposium, 2002
  III 
INHALTSVERZEICHNIS 
 
Vorveröffentlichungen der Dissertation       I 
Inhaltsverzeichnis          III 
Abkürzungen und Fachbegriffe        VII 
Abbildungsverzeichnis         IX 




1.1. Listeria monocytogenes        1 
1.1.1. Der Infektionszyklus von Listeria monocytogenes   2 
1.1.2. PrfA - der Virulenzgenaktivator von Listeria monocytogenes  3 
 
1.2 Proteinsekretion Gram-positiver Bakterien      5 
1.2.1 Signalpeptide         5 
1.2.2 Der Sec-Translokationsweg      6 
1.2.3 Sec-unabhängige Proteinsekretion     8 
 
1.3 Die Oberflächen- und sekretorischen Proteine von Listeria monocytogenes 11 
 
1.4 Listerielle Wirtszell-Pathogen-Interaktionen     15 
1.4.1 Mechanismus der listeriellen Invasion     15 
1.4.2 Mechanismus der intrazellulären Fortbewegung   19 
 
1.5 Entwicklungen in der Proteomforschung      22 
 
1.6 Zielsetzung der Arbeit         29 
 
2. Material und Methoden  
 
2.1 Chemikalien und Materialien        30 
2.1.1 Allgemeine Puffer        30 
 
2.2 Mikrobiologisches Arbeiten        31 
2.2.1 Bakterienstämme        31 
2.2.2 Plasmide          31 
2.2.3 Kulturmedien und Zusätze       32 
2.2.4 Anzucht von Escherichia coli und Gewinnung von Plasmiden  33 
2.2.5 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen  33 
2.2.6 Anzucht von Listeria        34 
2.2.7 Aufreinigung von Zellwänden von Listeria monocytogenes  34 
2.2.8 Gewinnung listerieller Überstandsproteine    35 
 
  IV 
2.3 Zellbiologisches Arbeiten        36 
2.3.1 Zellinien         36 
2.3.2 Medien und Zusätze        36 
2.3.3 Stickstoffeinlagerung und Kulturbedingungen    37 
2.3.4 Trypsinisieren und Passage       37 
2.3.5 Transfektion eukaryontischer Zellen      38 
 
2.4 Allgemeine biochemische Methoden       39 
2.4.1 Proteinfällungen        39 
2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford     40 
2.4.3 SDS-PAGE         40 
2.4.4 Proteinfärbungen        41 
2.4.5 Semi-dry Blot         43 
2.4.6 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen     43 
 
2.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese      44 
2.5.1 Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension)    44 
2.5.2 Äquilibrierung         45 
2.5.3 SDS-PAGE (2. Dimension)       46 
 
2.6 Massenspektrometrie         47 
2.6.1 MS-Probenvorbereitung nach 2D PAGE     47 
2.6.2 Guanidinierung        47 
2.6.3 Aufreinigen und Entsalzen der Peptide     48 
2.6.4 Proteinidentifikation durch MALDI-TOF MS    48 
2.6.5 Proteinidentifikation durch ESI-Q-TOF MS    49 
2.6.6 Proteinidentifikation durch HPLC-MS     49 
2.6.7 Auswertung der Massenspektren      50 
2.6.8 Diskontinuierliche Expressionsanalyse (DEA)    51 
 
2.7 Immunologisches Arbeiten        52 
2.7.1 Antikörper         52 
2.7.2 Immundetektion und Chemolumineszenz    53 
2.7.3 Immunfluoreszenzmikroskopie fixierter Zellen    54 
2.7.4 Geräte für die Immunfluoreszenzmikroskopie    55 
 
2.8 Analyse der Wirtszellantwort auf listerielle Invasion    56 
2.8.1 Infektion von eukaryontischen Zellen mit Listeria monocytogenes 56 
2.8.2 Analyse der Wirtszellantwort nach Infektion mit  
 Listeria monocytogenes       56 
2.8.3 Analyse der Wirtszellantwort durch Puls-Chase Experimente  57 
2.8.4 Analyse der Wirtszellantwort nach Induktion von Internalin B 
 oder HGF         57 
 
  V 
2.9 Transkriptionsanalyse         58 
2.9.1 RNA-Isolierung        58 
2.9.2 Genexpressionsanalyse       58 




3.1 Charakterisierung von kovalent-gebundenen Zellwandproteinen von  
 L. monocytogenes         61 
 
3.2 Charakterisierung der sekretorischen Proteine von Listeria monocytogenes 64 
 
3.3 Identifizierung von PrfA-abhängigen Proteinen im Sekretom von  
 Listeria monocytogenes        73 
 
3.4 Identifizierung von Listeria monocytogenes-spezifischen Proteinen 
 im Sekretom         78 
 
3.5 Charakterisierung der Wirtszellantwort nach Infektion mit Listeria  
 monocytogenes durch Methoden der Funktionellen Genomanalyse 83 
3.5.1 Untersuchung von Gesamtzellextrakten von Listeria infizierten 
 Wirtszellen        83 
3.5.2 Untersuchung Igepal-extrahierter Proteinfraktionen von  
 Listeria-infizierten Wirtszellen      88 
3.5.3 Untersuchung der Expressionsunterschiede nach listerieller 
 Infektion mittels Transkriptommethoden    95 
 
3.6 Charakterisierung der Wirtszellantwort auf Präsentation von Internalin B 100 
 
3.7 Untersuchung der Kolokalisierung intrazellulärer Listeria 





4.1 Charakterisierung sekretorischer und Zellwand-gebundener Proteine 
 von Listeria monocytogenes       104 
4.1.1 Untersuchung von kovalent-gebundenen Zellwandproteinen 
 von L. monocytogenes        104 
4.1.2 Untersuchung der sekretorischen Proteine von L. monocytogenes 107 
 
  VI 
4.2 Charakterisierung der Wirtszellantwort auf Infektion mit L. monocytogenes 117 
4.2.1 Einfluß der experimentellen Bedingungen auf die 
      Analyse der Wirtszellantwort      117 
4.2.2 HeLa-Zellen zeigen eine geringe Wirtszellantwort auf 
 listerielle Invasion        119 
4.2.3 Stathmin wird durch listerielle Invasion und Internalin B spezifisch 
 phosphoryliert        121 
4.2.4 Hinweise auf Induktion von anti-apoptotischen Signalwegen in 
 Wirtszellen nach Invasion durch L. monocytogenes  126 
 
4.3 Ausblick           129 
 
5. Zusammenfassung         131 
 
6. Literatur           133 
 
7. Danksagung          160 
 

















  VII 
ABKÜRZUNGEN UND FACHBEGRIFFE 
 
1D  eindimensional 
2D  zweidimensional 
ABC  ATP-Binding-Cassette 
ACN  Acetonitril 
Ac  Acetat 
APS  Ammoniumpersulfat 
AS  Aminosäure(n) 
ATCC  American Type Culture Collection 
ATP  Adenosintriphosphat 
B. subtilis Bacillus subtilis 
BHI  brain heart infusion 
bp  Basenpaare 
BPB  Bromphenolblau 
°C  Grad Celsius 
CCD  charge-coupled-device 
CDS  Kodierende Gensequenzen (Coding sequences)  
CID  Kollisions-induzierte Dissoziation 
Da  Dalton 
DEA  Diskontinuierliche Expressionsanalyse 
DMEM Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
DTT  Dithiothreitol 
E. coli  Escherichia coli 
EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 
ESI  Electrospray Ionisation 
EtSH  Mercaptoethanol 
FA  Ameisensäure (Formic acid) 
FAK  Focal Adhesion Kinase 
FCS  Fötales Kälberserum 
FT-ICR Fourier-Tranform Ionencyclotronenresonanz 
GFP  Grün Fluoreszierendes Protein 
GST  Gluthation-S-Transferase 
GW  Aminosäuremotiv aus Glycin-Tryptophan 
HMM Heijne's Weight Matrix Method 
hnRPK heterogenous nuclear Ribonuleoprotein K 
HPLC  Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie (High-Performance Liquid 
Chromatography) 
IAP  Apoptoseinhibitor (Inhibiton of Apoptosis Protein) 
ICAT  Isotope-coded Affinity Tag 
IEF  Isoelektrische Fokussierung 
IM  Infektionsmedium 
Inl  Internalin 
L.   Listeria 
LC  Flüssigkeitschromatographie 
LID  Laser-induzierte Dissoziation 
LPXTG Aminosäuremotiv aus Leucin-Prolin-X-Threonin-Glycin 
MALDI matrix-assisted laser desorption/ionization 
MCAT  Mass-coded Abundance Tag 
MCP  Multichannel-Plate-Detektor 
MG  Molekulargewicht 
MOI  Multiplicity of Infection 
  VIII 
mRNA Messenger Ribonukleinsäure 
MS  Massenspektrometrie 
MudPIT Multidimensional Protein Identification Technology 
NFκB  Nuclear Faktor Kappa B 
NN  Neural Network 
OD  optische Dichte 
OMI  o-Methylisoharnstoff 
PAGE  Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung (Phosphate Buffer Saline) 
PFA  Paraformaldehyd 
PIM  Prä-Infektionsmedium 
PMF  Peptidmassenfingerabdruck-Verfahren (Peptide Mass Fingerprint) 
PMSF  Phenylmethylsulphonyl fluorid 
protrusions eine durch L. monocytogenes hervorgerufene Zellausstülpung 
P/S  Penicillin/Streptomycin 
PSD  Post-Source Decay (Zerfall von Ionen in einem Massenspektrometer 
nach der Ionisierung) 
PTK  Phosphotyrosinkinase 
PTS  Phosphotransferase-System 
PVDF  Polyvinylidendifluorid 
Q-TOF Quadropol Flugzeit Massenanalysator (Time-of-Flight) 
RNA  Ribonukleinsäure 
RNC  Ribosome-nascent chain (Komplex aus Ribosom und wachsender 
Proteinkette) 
RP  Reversed-Phase 
rpm  Umdrehungen pro Minute 
RuBPS Ruthenium (II) tris- (bathophenanthrolin disulfonat) 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
SILAC Stabile isotope labelling by amino acids in cell cultures 
SP  Signalpeptid 
SRP  Signal Recognition Particle 
TBS  Tris-gepufferte Salzlösung (Tris-buffered Saline) 
TBS-T Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween20  
TCA  Trichloressigsäure 
TEMED N, N, N, N-tetramethyl-ethylen-diamin 
TFA  Trifluoressigsäure 
TMD   Transmembrandomäne(n) 
TNF  Tumor Necrosis Factor 
Tris  Tris-(hydroxymethyl-)aminoethan 
TOF  Flugzeit Massenanalysator (Time-of-Flight) 
U  Einheit (unit) 
ü.N.  über Nacht 
ÜS  Überstand 
UV  ultraviolett 
v/v  Volumen pro Volumen 
VGC  Virulenzgencluster 
w/v  Masse pro Volumen 




  IX 
ABBILDUNGSVERZEICHNIS  
            Seite 
Abb. 1.1:  Der Infektionszyklus und die primären Virulenzfaktoren von  
L. monocytogenes.        2 
Abb. 1.2:  Schematische Darstellung des Virulenzgenclusters (VGC) und der 
Internaline von L. monocytogenes.     4 
Abb. 1.3:  Der Sec-Translokationsweg.      7 
Abb. 1.4:  Die Oberflächenproteine von Listeria monocytogenes und ihre 
Verankerung an die Zellwand.      11 
Abb. 1.5:  Modell der Funktion der Sortase A in Listeria monocytogenes. 12 
Abb. 1.6: Der schematische Aufbau der Internaline A bis C aus  
L. monocytogenes.        16 
Abb. 1.7:  HGF-vermittelte Signalwege.      17 
Abb. 1.8:  InlB-vermittelte Signalwege.      18 
Abb. 1.9:  Schematischer Aufbau eines MALDI TOF Massenspektrometers. 24 
Abb. 1.10:  Schematischer Aufbau eines Q-TOF Massenspektrometers. 25 
Abb. 1.11:  Gebildete Peptidfragmente während Dissoziation in einem  
Q-TOF-Massenspektrometer.       26 
Abb. 3.1:  ESI Q-TOF Massenspektren von tryptischen Peptiden kovalent-
gebundener Zellwandproteine von L. monocytogenes.  63 
Abb. 3.2:  RuBPS-gefärbtes 2D-Gel der Überstandsproteine von  
L. monocytogenes EGD-e wt.      66 
Abb. 3.3:  Wachstumskurven von L. monocytogenes EGDe wt und ∆prfA in 
Minimalmedium.        72 
Abb. 3.4:  Differentielle Expression von Internalin C im Sekretom von  
L. monocytogenes EGD-e wt und ∆prfA.    73 
Abb. 3.5:  Wachstumskurven von L. monocytogenes EGDe wt und L. innocua 
CLIP11262 wt in Minimalmedium.     77 
Abb. 3.6:  35S-Autoradiogramme von L. monocytogenes wt- infizierten und mit 
∆prfA stimulierten HeLa-Zellen im Bereich von pH 3-10.  84 
Abb. 3.7:  Proteomweaver 3D-Ansicht der Spotvolumen im Bereich um  
Stathmin         86 
Abb. 3.8:  RuPBS-gefärbte 2D-Gele im Bereich von pH 4-7 von Proteinextrakten 
aus HeLa-Zellen nach 6stündiger Infektion mit L. monocytogenes und 
nicht-infizierten Kontrollzellen.      87 
  X 
Abb. 3.9:  ProQ-gefärbte 2D-Gele im Bereich von pH 4-7 von Proteinextrakten  
aus HeLa-Zellen nach 6stündiger Infektion mit L. monocytogenes wt 
und nicht-infizierten Kontrollzellen.     89 
Abb. 3.10:  In von L. monocytogenes wt infizierten HeLa-Zellen wird Isoform II von 
Keratin 8 um den Faktor 10 stärker phosphoryliert als in den mit  
L. monocytogenes ∆prfA-infizierten Kontrollzellen.   90 
Abb. 3.11:  2D-Western Blots von Stathmin aus HeLa-Zellen nach 6 h Infektion mit 
L. monocytogenes wt (A) und nicht-infizierten Kontrollzellen (B). 92 
Abb. 3.12:  Scatter-Blot der normalisierten Signalintensitäten der Microarray-
Hybridisierungen.        95 
Abb. 3.13:  2D-Western Blots von Stathmin aus HeLa-Zellen nach 30 min 
Inkubation mit 1,5 nM HGF (A), 1,5 nM InlB321 (B)  
und Kontrolle (C).                100 
Abb. 3.14:  Immunfluoreszenzmikroskopieaufnahme von mit L. monocytogenes wt 
infizierten HeLa-Zellen.               102 
Abb. 4.1:  Vergleich von publizierten 2D-Phosphorylierungsmustern und dem 
erhaltenen Muster nach 30minütiger InlB-Stimulation.           122 
Abb. 4.2:  Stathmin, ein Relaisprotein zwischen Mikrotubuli, Aktincytoskelett und 
Zellzyklus.                  125 
Abb. 4.3:  Die in dieser Arbeit gezeigten, durch InlB bzw. Listeria monocytogenes 
induzierten Gene und Proteinphosphorylierungen.           128 
Abb. 8.1:  2D-Gel der Überstandsproteine von L. monocytogenes EGD-e wt  
(pH 7-11).                  161 
Abb. 8.2:  2D-Gel der Überstandsproteine von L. monocytogenes ∆prfA.       161 
Abb. 8.3:  2D-Gel der cytosolischen Proteine von L. monocytogenes  
EGD-e wt.                  164 
Abb. 8.4:  2D-Gel der cytosolischen Proteine von L. monocytogenes ∆prfA.  164 
Abb. 8.5:  2D-Gel der cytosolischen Proteine von L. innocua CLIP11262 wt.  165 




Tabelle 2.1:  In der Arbeit benutzte Bakterienstämme    31 
Tabelle 2.2:  In der Arbeit benutzte Plasmide      31 
Tabelle 2.3:  Verwendete Antibiotikazusätze      33 
Tabelle 2.4: In der Arbeit benutzte Zelllinien      36 
Tabelle 2.5:  Spannungsgradient IPGphor      45 
Tabelle 2.6:  Spannungsgradient Multiphor      45 
Tabelle 2.7:  Monoklonale primäre Antikörper (Serumüberstände)   52 
Tabelle 2.8:  Sekundäre Antikörper       52 
Tabelle 2.9:  Polyklonale Antikörper       52 
Tabelle 2.10: Sonstige Lösungen für die Immunfluoreszenz    53 
Tabelle 3.1:  Identifizierte Proteine in den Zellwandfraktionen von  
L. monocytogenes wt und ∆srtA      62 
Tabelle 3.2:  Bioinformatische Vorhersage von Sekretionssignalen von  
L. monocytogenes        64 
Tabelle 3.3:  Identifizierte Proteine mit Sekretionssignal im Kulturüberstand von  
L. monocytogenes        68 
Tabelle 3.4:  Identifizierte Proteine ohne Sekretionssignal im Kulturüberstand von  
L. monocytogenes        69 
Tabelle 3.5:  PrfA-regulierte Proteine im Kulturüberstand von  
L. monocytogenes         74 
Tabelle 3.6:  L. monocytogenes-spezifische Überstandsproteine ohne Ortholog 
in L. innocua         79 
Tabelle 3.7:  L. monocytogenes-spezifische Überstandsproteine mit Ortholog  
in L. innocua         80 
Tabelle 3.8:  Identifikationen und Regulationen von unterschiedlich exprimierten 
Proteinen zwischen L. monocytogenes wt und ∆prfA infizierten  
HeLa-Zellen nach 35S-Autoradiographie.    84 
Tabelle 3.9:  Aus ProQ-gefärbten 2D-Gelen identifizierte Proteine   90 
Tabelle 3.10: Differentielle Genexpression von L. monocytogenes wt  
infizierten HeLa-Zellen im Vergleich mit nicht-infizierten  
HeLa-Zellen mit einer Regulation von >±2    96 
  XII 
Tabelle 8.1: Identifizierte Proteine im Kulturüberstand von L. innocua  162 
Tabelle 8.2a: Vorhergesagte sekretorische Proteine von L. monocytogenes  
  EGD-e         166 
Tabelle 8.2b: Proteine, bei denen Funktion und Vorhersage für die Sekretion 
  widersprüchlich sind       168 
Tabelle 8.2c: Aus der ursprünglichen Annotation entfernte nicht-sekretorische  
  Proteine         168 
Tabelle 8.3:  Vorhergesagte Oberflächen-assoziierte Proteine von 
L. monocytogenes EGD-e       169 
Tabelle 8.4:  Vorhergesagte assoziierte und integrale Membranproteine  
von L. monocytogenes EGD-e      172 
1. EINLEITUNG                      1 
1. EINLEITUNG 
1.1 Listeria monocytogenes 
 
Listerien sind eine nach dem Mediziner Joseph Lister benannte Gattung von Gram-
positiven, nicht-sporulierenden Stäbchenbakterien mit geringem G+C-Gehalt, die 
ubiquitär in Boden und Wasser vorkommen. Zur Gattung Listeria, die phylogenetisch 
nahe mit den Gattungen Bacillus, Chlostridium, Enterococcus, Streptococcus und 
Staphylococcus verwandt ist, gehören 6 Arten, die apathogenen L. innocua, L. 
seeligeri, L. welsheri und L. grayi, sowie die tierpathogene Art L. ivanovii und die tier- 
und humanpathogene Art L. monocytogenes.  
Listerien besitzen die ungewöhnlichen Eigenschaften sich selbst bei Temperaturen 
um 0°C, extremen pH-Werten und hohen Salzkonzentrationen vermehren zu können, 
und stellen daher ein enormes Problem für die Nahrungsmittelindustrie dar. 
Dementsprechend wird L. monocytogenes zumeist durch Lebensmittel auf den 
Menschen übertragen und kann zu ernsthaften Erkrankungen führen.  
Nach Aufnahme von kontaminierter Nahrung können Listerien das Darmepithel 
überwinden und so in den Blutkreislauf gelangen, von wo aus sie Leber, Milz und 
andere innere Organe infizieren können. Durch ihre ungewöhnliche Fähigkeit, sowohl 
die Blut-Hirn-Schranke als auch die Plazentaschranke überwinden zu können, führt 
eine Listerieninfektion (Listeriose) in immunkomprimierten Personen oft zu Meningitis 
und Meningoenzephalitis sowie zu perinatalen Infektionen und zum Abort in 
Schwangeren (für Referenzen siehe: Vazquez-Boland et al., 2001). 
Da die ersten grippeähnlichen Symptome einer Listeriose oft verkannt werden, 
führen fortgeschrittene Infektionen trotz Antibiotikabehandlung häufig zum Tode. So 
wurden z. B. in dem Zeitraum 1985-1991 in den USA 2500 Listerioseerkrankungen 
gemeldet, von denen 500 tödlich endeten (US Department of Health and Human 
Services, 2001), während die 13.000 Salmonellen-Infektionen in den USA jährlich 
nur zu 50 Todesfällen führten (Mishu et al., 1994).  
Die Genome von L. innocua und L. monocytogenes wurden 2001 vom Europäischen 
Listeria Genom Konsortium sequenziert (Glaser et al., 2001), die der anderen 
Listeria-Arten werden momentan entschlüsselt. Die Genome von Listeria 
monocytogenes und Listeria innocua besitzen beide rund 3 Mio. Basenpaare, die für 
2853 bzw. 2973 potentielle Gene kodieren. Darunter sind 270 Gene spezifisch für L. 
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monocytogenes und 149 spezifisch für L. innocua (ohne Phagen-spezifische Gene) 
(Glaser et al., 2001). 
 
1.1.1. Der Infektionszyklus von Listeria monocytogenes 
 
Der charakteristische listerielle Infektionszyklus ist schematisch in der Abbildung 1.1 
dargestellt (Tilney and Portnoy, 1989).  
 
 
Abb. 1.1:  Der Infektionszyklus und die primären Virulenzfaktoren von L. monocytogenes 
(nach Tilney und Portnoy,1989).  
L. monocytogenes ist befähigt seine eigene Phagozytose durch die Oberflächenproteine 
Internalin A (InlA) und B (InlB) zu induzieren. Nach der Aufnahme entkommt das 
Bakterium dem Phagosom durch das Auflösen der Vakuolenmembran durch Listeriolysin 
(Hly) und die Phosphatidyl-spezifischen Phospholipase A (PlcA). Nach der Proliferation 
wird durch den bakteriellen Faktor ActA wirtseigenes Aktin an einem Bakterienpol 
polymerisiert, wodurch eine intrazelluläre Fortbewegung vermittelt wird. Treffen die 
Bakterien auf die Membran, bilden sich Ausstülpungen, so genannte „Protrusions“, die 
von der Nachbarzelle aufgenommen werden. Durch Sekretion von Phosphatidylcholin 
(Lezithin)-spezifischer Phospholipase C (PlcB) und Hly wird die Doppelmembranvakuole 
aufgelöst und das Bakterium liegt im Cytosol der Nachbarzelle vor. 
 
L. monocytogenes induziert seine eigene Aufnahme in nicht-phagozytierende Zellen 
durch die Internaline A und B, welche die Adhäsion und Invasion durch spezifische 
Bindung an Wirtszellproteine einleiten (Gaillard et al., 1991; Dramsi et al., 1993; 
Lingnau et al., 1995). Nach der Invasion befinden sich die Bakterien in einer 
primären Vakuole, die durch die Sekretion des Listeriolysins, eines hämolytischen 
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Zytolysins (Hly) (Geoffroy et al., 1987), und der durch die Metalloprotease (Mpl) 
aktivierten (Poyart et al., 1993) Phosphatidyl-spezifischen Phospholipase A (PlcA) 
(Camilli et al., 1991) zerstört wird. Die freigesetzten Listerien können sich nun im 
Zytoplasma vermehren. Nach der Zellteilung wird an dem neuen Zellpol Aktin der 
Wirtszelle rekrutiert und mittels des Aktin-Nukleationsfaktors ActA werden zelluläre 
Komponenten wie der Arp2/3-Komplex gebunden und Aktin polymerisiert (Domann et 
al., 1992; Cameron et al., 1999). Durch die Polymerisierung können sich die Listerien 
ungerichtet durch die Wirtszelle schieben. Stoßen sie an die Plasmamembran, 
entstehen Ausstülpungen, so genannte „Protrusions“, die in der Nachbarzelle 
abgeschnürt werden. Die Bakterien sind nun von einer Doppelmembran 
eingeschlossen, die sie mittels Sekretion der Phosphatidylcholin (Lezithin)-
spezifischen Phospholipase C (PlcB) und Listeriolysin (Hly) auflösen (Vazquez-
Boland et al., 1992). Anschließend liegen die Listerien erneut frei im Zytoplasma der 
Wirtszelle vor und können ihren Infektionszyklus fortsetzen.  
Mit dieser Strategie können sich die Erreger von einer Wirtszelle zur nächsten 
bewegen, ohne dabei mit dem extrazellulären Raum in Kontakt zu geraten. Daher 
sind sie durch die humorale Immunantwort des Wirtsorganismus, wie z.B. 
zirkulierenden Antikörpern und neutrophilen Granulozyten, nicht angreifbar. In 
diesem Stadium ist eine Abwehr der Infektion nur noch durch die zellvermittelte 
Immunantwort möglich (Edelson and Unanue, 2000; Cossart and Bierne, 2001). 
 
1.1.2. PrfA - der Virulenzgenaktivator von Listeria monocytogenes 
 
Der einzige bekannte Transkriptionsregulator für die oben beschriebenen, primären 
Virulenzfaktoren (siehe Kapitel 1.1.1) ist PrfA. PrfA gehört strukturell und funktionell 
zur Familie der Crp/Fnr-Transkriptionsregulatoren (Lampidis et al., 1994) und bindet 
an eine 14 bp lange palindromische PrfA-Bindesequenz (PrfA-Box), die ~40 bp vor 
dem Transkriptionsstart liegt (Mengaud et al., 1989; Sheehan et al., 1996). PrfA ist 
u.a. für die Regulation des so genannten Virulenzgen-Clusters (prfA, plcA, hly, mpl, 
actA, plcB) und der meisten Internaline (z.B. inlA, inlB, inlC) verantwortlich, deren 
Produkte nachweislich für die Pathogenität von L. monocytogenes verantwortlich sind 
(Kapitel 1.1.1 & Abbildung 1.2).  
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Abb. 1.2:  Schematische Darstellung des Virulenzgenclusters (VGC) und der Internalingene 
von L. monocytogenes.  
 PrfA unterliegt der negativen Autoregulation und induziert die Transkription des VGC 
(plcA, hly, mpl, actA und plcB) ebenso wie die der Internaline (inlA und inlB, InlC). 
 
Insgesamt besitzen 286 Gene von L. monocytogenes eine mögliche PrfA-Bindestelle 
mit einem Maximum von zwei Fehlstellen zum perfekten Palindrom (Glaser et al., 
2001). Induktion der PrfA-abhängigen Transkription erfolgt bei 37°C und ist schwach 
bei 30°C (Leimeister-Wachter et al., 1992). Dies wird durch eine Sekundärstruktur 
der prfA-mRNA, die eine Bindung an die Ribosomen verhindert, post-transkriptionell 
reguliert. Die Sekundärstruktur faltet sich bei zunehmender Temperatur auf und 
ermöglicht eine maximale Translation bei 37°C (Johansson et al., 2002). Auch unter 
Stressbedingungen findet unter bisher nicht bekannten Gründen eine Induktion von 
prfA statt (Bohne et al., 1994; Ripio et al., 1996; Johansson et al., 2002). 
Zusätzlich zur direkten transkriptionellen Regulation scheint es auch eine indirekte 
PrfA-abhängige Kontrolle zu geben: Eine Transkriptomanalyse zeigte, dass eine 
beträchtliche Anzahl von Genen ohne jegliche putative PrfA-Bindestelle durch PrfA 
reguliert wird (Milohanic et al., 2003). Für einige Virulenzgene (Kazmierczak et al., 
2003) und für prfA selbst (Nadon et al., 2002) wurden zudem Bindestellen des 
zentralen Stressantwort-Regulators sigma B (σB) beschrieben. 
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1.2 Proteinsekretion Gram-positiver Bakterien 
 
In allen Zellen müssen Proteine von ihrem Herstellungsort zu ihrem endgültigen 
Bestimmungsort transportiert werden. Dafür gibt es eine Vielzahl von 
unterschiedlichen Signalsequenzen, die für den entsprechenden Zielort 'adressieren'.  
Extrazelluläre Proteine Gram-positiver Bakterien müssen über die Membran und die 
Zellwand hinweg exportiert werden. Hierzu werden die Proteine zumeist in einer 
Vorläuferform (Präproteine) mit einem Amino-terminalen Signalpeptid synthetisiert. 
Die Präproteine werden entweder von den Ribosomen direkt an der Membran 
synthetisiert (Co-translationale Translokation) oder nach vollendeter Synthese zur 
Membran transportiert (für Übersichtsartikel siehe: Rapoport et al., 1996), was 
erfordert, dass Chaperone zu diesem Zeitpunkt das Falten der Proteine verhindern 
(für Übersichtsartikel siehe: Beissinger and Buchner, 1998). Das Signalpeptid wird 
von Transportproteinen erkannt und das Protein unter Verbrauch von ATP an den 
richtigen Ort transloziert. Nach oder während der Translokation werden die 
Signalpeptide von spezialisierten Signalpeptidasen abgeschnitten und das Protein 
mit Hilfe von Chaperonen zur reifen Form gefaltet.  
Bisher sind für Gram-positive Bakterien sechs verschiedene Translokationswege 
bekannt: der Sec-Translokationsweg, durch den Bakterien den Großteil ihrer Proteine 
sekretieren (Oliver and Beckwith, 1982), der Twin-Arginine Translokationsweg (Tat) 
(Chaddock et al., 1995), der Pseudopilin Transportweg zur Kompetenzentwicklung 
(Bleves et al., 1998), spezifische ABC-Transporter (Koronakis and Hughes, 1993), 
der ESAT-6 Sekretionsweg für kleine Proteine (Gey Van Pittius et al., 2001; Pallen, 




Der größte Anteil aller Signalpeptide (SP) wird in Gram-positiven Bakterien von den 
Typ I Signalpeptidasen (SPasen) prozessiert. Die SP dieses Typs bestehen aus drei 
Domänen: die N-Terminale Domäne enthält eine Reihe von positiv geladenen 
Aminosäuren, die zentrale H-Domäne Aminosäuren mit sehr hydrophoben Resten 
und die darauf folgende C-Domäne das SPase I-Erkennungssignal -3Ala--2X--1Ala↓ 
(Nielsen et al., 1997), wobei der Pfeil für die Schnittstelle und X für jegliche 
Aminosäure steht. Eine Untergruppe der SP des Typ I enthält statt des üblichen Ala-
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X-Ala-Signals ein sogenanntes Twin-Arginin-Motiv (Arg-Arg-X-Φ-Φ) (Cristobal et al., 
1999), wobei Φ jegliche hydrophobe Aminosäure sein kann.  
In Listeria monocytogenes sind bisher drei SPasen der Klasse I identifiziert worden: 
Lmo1269 (SipX), Lmo1270 (SipY) und Lmo1271 (SipZ) (Bonnemain et al., 2004). 
Eine zweite Klasse von SP wird in Prälipoproteinen gefunden, die durch die SPase II 
prozessiert werden (Tokunaga et al., 1985). Diese SP sind kürzer als die SP der 
Klasse I und besitzen die charakteristische 'Lipobox' mit der Sequenz -3Leu--2Ala/Ser-
-1Ala/Gly↓-Cys+1. An den konservierten Cysteinrest wird durch die 
Diacylglyceryltransferase (Lgt) die Lipidmodifikation gebunden und durch das 
anschließende Schneiden der SPase II ist dieses Cystein mit Lipidrest der erste AS-
Rest im 'reifen' Protein.  
Das Genom von L. monocytogenes kodiert für zwei SPasen der Klasse II: Lmo1844 
(Lsp) (Reglier-Poupet et al., 2003a) und Lmo1101. 
Proteine mit SP der Typen I und II werden üblicherweise über Sec transloziert. Aber 
auch die durch den Pseudopilinweg exportierten Proteine besitzen SPase I und II-
ähnliche SP. Die SPase ComC (Lmo1550) schneidet im Cytosol an der Sequenz  
-2Lys--1Gly↓Phe+1-X3-Glu+5, die zwischen der N- und der H-Domäne des SP liegt 
(Chung and Dubnau, 1995). 
Die SP der durch ABC-Transporter translozierten Proteine enthalten keine H-
Domäne und besitzen auch keine typischen Schnittstellen. Proteine, die ein SP 
dieses Typs besitzen, sind bisher nur in B. subtilis identifiziert worden (Meima und 
van Dijl, 2003). 
 
1.2.2 Der Sec-Translokationsweg 
 
Durch den Sec-Translokationsweg werden in Bakterien die meisten Proteine 
exportiert. Am besten beschrieben ist der hochkonservierte Sec-
Translokationskomplex von E. coli (Oliver and Beckwith, 1982) und B. subtilis 
(Sadaie et al., 1991; Takamatsu et al., 1992).  
Die Proteintranslokation ist ein mehrstufiger Prozess, in dem die Proteinvorläufer an 
den Translokationsapparat transportiert werden müssen, um anschließend 
transloziert und prozessiert zu werden (Abb. 1.3).  
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Abb. 1.3:  Der Sec-Translokationsweg.  
Zu sekretierende Proteine werden am Ribosom synthetisiert und bilden mit dem Signal 
Recognition Particle (SRP) und FtsY noch während der Translation einen Komplex, der 
an den SecYEG-Kanal bindet. Durch ATP-Verbrauch und den Protonengradienten wird 
das Präprotein von SecA durch die Membran und Zellwand transloziert. Nach oder 
während der Translokation entfernt eine Signalpeptidase (Sip) das Signalpeptid. Nach 
erfolgter Translokation wird das reife Protein durch Chaperone wie PrsA in die native 
Form gefaltet (Abbildung modifiziert nach http://www.kfa-
juelich.de/ibt/protsec/grundlagen.html). 
 
In der ersten Stufe binden die in der Synthese befindlichen Proteine an das Signal 
Recognition Particle (SRP), einen Ribonukleoproteinkomplex (für Übersichtsartikel 
siehe: Herskovits et al., 2000), der eine Faltung verhindert, da die meisten Proteine 
ungefaltet über Membran und Zellwand transloziert werden. Das SRP erkennt die N-
terminale Signalsequenz in den frühen Stadien der Translation, bindet an die 
wachsende Proteinkette und an das Ribosom und komplexiert anschließend mit dem 
SRP-Rezeptor FtsY (Ribosome-nascent chain; RNC-Komplex). Der gesamte 
Komplex interagiert daraufhin mit dem Translokationskanal SecYEG (Meima und van 
Dijl, 2003). Nach Bindung von GTP an FtsY und SRP wird der RNC-Komplex 
aufgelöst und das Protein wird co-translationell durch den SecYEG-Kanal transloziert 
(Meima und van Dijl, 2003). Hierbei bindet der Translokationsmotor SecA an das SP. 
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ATP-Verbrauch und der Protonengradient über die Membran liefern die Energie für 
konformationelle Änderungen, die das zu sekretierende Protein durch den Kanal 
'schieben' (Schiebel et al., 1991; van der Wolk et al., 1993; van der Wolk et al., 
1995). 
Während oder kurz nach der Translokation wird das SP durch eine SPase der 
Klassen I oder II geschnitten, wobei das SP durch Signalpeptid-Peptidasen 
(SPPasen) abgebaut wird (Meima und van Dijl, 2003).  
Nach der Translokation wird das Protein schnell mit Hilfe von Chaperonen in die 
native Form gebracht, da außerhalb der Zelle ungefaltete Proteine einem raschen 
Abbau durch Proteasen ausgesetzt sind. Wichtigstes Chaperon für die Faltung ist die 
cis/trans-Isomerase PrsA (Kontinen et al., 1991; Kontinen and Sarvas, 1993; Jacobs 
et al., 1993). Weitere für die Faltung notwendige Metallionen wie Ca2+ oder Fe3+ 
werden den Proteinen aus der Zellwand zugeführt, die aufgrund der negativen 
Gesamtladung ein Reservoir für diese Ionen darstellt (Petit-Glatron et al., 1993). 
In neueren Untersuchungen wurden in Mycobacterium tuberculosis zwei 
unterschiedliche Gene für SecA gefunden (Braunstein et al., 2001). Auch in L. 
monocytogenes gibt es zwei Gene für die Translokationsuntereinheit. SecA1 
(Lmo2510) und SecA2 (Lmo0583) translozieren aber unterschiedliche Proteine (Lenz 
and Portnoy, 2002; Lenz et al., 2003). 
 
1.2.3 Sec-unabhängige Proteinsekretion 
 
Der Twin-Arginin Translokationsweg (Tat) 
Der ∆pH-abhängige Twin-Arginin Translokationsweg (Tat) wurde zuerst in 
Pflanzenchloroplasten entdeckt (Mould et al., 1991; Robinson et al., 1994; Chaddock 
et al., 1995) und scheint in den meisten Bakterien zu existieren (Meima und van Dijl, 
2003). Im Gegensatz zum Sec-Translokationsweg können durch den Tat-
Sekretionsweg auch Proteine in ihrer nativen Form transloziert werden. 
Der Aufbau der Tat-Maschinerie ist noch nicht völlig verstanden, aber vermutlich 
bilden mehrere Kopien von je TatA/E und TatB durch ihre einzelnen 
Transmembrandomänen einen Kanal, in dem TatC die Signalpeptid-bindende 
Komponente ist (Jongbloed et al., 2000; Berks et al., 2000).  
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Durch Homologievergleiche sind bisher nur TatA (Lmo0362) und TatC (Lmo0361) Im 
Genom von L. monocytogenes identifiziert. 
 
Der Pseudopilin-Translokationsweg 
Präproteine, die durch den Pseudopilinsekretionsweg exportiert werden, besitzen 
auch ein SP des Sec-Translokationswegs. Die einzigen bekannten Proteine von B. 
subtilis, die durch den Pseudopilinweg transloziert werden, sind ComGC, ComGD, 
ComGE und ComGG, welche alle für DNA-Bindung und den Transport im Verlauf der 
genetischen Kompetenz benötigt werden (Tjalsma et al., 2000). Prozessiert werden 
die ComG-Proteine durch ComC, einer vermutlichen SPase. Außer ComC sind 
wahrscheinlich die ATPase ComGA und die Membranproteine ComGB und ComGF 
für den Export und den Aufbau der vier ComG-Pseudopiline in B. subtilis notwendig 
(Chung et al., 1998).  
Das Genom von L. monocytogenes kodiert für folgende Com-Proteine: ComGG 
(Lmo1341), ComGF (Lmo1342), ComGE (Lmo1343), ComGD (Lmo1344), ComGC 
(Lmo1345), ComGB (Lmo1346), ComGA (Lmo1347), ComEC (Lmo1482), ComEB 
(Lmo1483), ComEA (Lmo1484), ComC (Lmo1550), ComK (Lmo2270), ComFC 
(Lmo2512), ComFA (Lmo2513). 
 
Export über ABC-Transporter 
Eine Gruppe von Proteinen, die über ABC-Transporter in Gram-positiven Bakterien 
exportiert werden, sind die Bakteriocine. Diese sind besonders gut für Lactobakterien 
und B. subtilis beschrieben worden. In B. subtilis sind für diese Funktion drei ABC-
Transporter bekannt: für den Export von Sublancin werden SunT (Paik et al., 1998), 
für den Export von Subtilin die Spa-Proteine (Chung et al., 1992) und für den Export 
des anti-listeriellen Subtilosin AlbC (Zheng et al., 1999) verantwortlich gemacht. 
 
Der ESAT-6-Exportweg 
Die Existenz eines ESAT-6-Translokationsweg für kleine Proteine wurde erst kürzlich 
für Mycobacterium tuberculosis beschrieben (Gey Van Pittius et al., 2001; Pallen, 
2002). Die Proteine der ESAT-6-Familie, die zumeist aus weniger als 100 AS 
aufgebaut sind, besitzen eine Homologie zum kleinen mycobakteriellen Protein 
ESAT-6. Dieses ist, wie auch andere Mitglieder der Familie, ein immunodominates T-
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Zell-Antigen (Skjot et al., 2000). Bisher wurde erst ein mycobakterielles Protein 
vorgeschlagen (Rv3873), das am tatsächlichen Transport dieser Proteine beteiligt 
sein soll (Okkels and Andersen, 2004). 
In L. monocytogenes gibt es ein Homolog der ESAT-6-Proteinfamilie, Lmo0061 
(Pallen, 2002). 
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1.3 Die Oberflächen- und sekretorischen Proteine von Listeria 
monocytogenes 
 
Das Genom von Listeria monocytogenes kodiert für eine große Anzahl von 
Oberflächenproteinen (Glaser et al., 2001), die in folgende Gruppen aufgeteilt 
werden können: (i) Proteine, die durch ihren Carboxy-Terminus kovalent an die 
Zelloberfläche gebunden sind (LPXTG- und NXZTN-Proteine), (ii) Proteine, die über 
den C-Terminus nicht-kovalent gebunden sind (Proteine mit GW-Modulen, P60-
ähnliche Proteine und Proteine mit hydrophobem Anker), (iii) Proteine, die über den 
N-Terminus gebunden sind (Lipoproteine), (iv) Proteine, die über Protein-Protein-
Interaktionen an die Zelloberfläche gebunden sind und (v) Proteine, die kein 




Abb. 1.4:  Die Oberflächenproteine von Listeria monocytogenes und ihre Verankerung an die 
Zellwand (Baumgärtner, 2004). 
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LPXTG-Proteine 
Die bekanntesten Proteine von Gram-positiven Bakterien, die kovalent an die 
Zelloberfläche gebunden werden, tragen ein so genanntes C-terminales LPXTG-
Sorting ('Sortierungs')-Signal (Fischetti et al., 1990). Das Signal besteht aus einer 
größtenteils konservierten LPXTG-Aminosäure-Sequenz, wobei X jede beliebige 
Aminosäure sein kann und einzelne AS-Positionen (1, 4 oder 5 der kanonischen 
Sequenz) variieren können (Navarre and Schneewind, 1999). Gefolgt wird diese 
Sequenz von einer ca. 20 Aminosäuren langen hydrophoben Domäne und einer 
Region von positiv-geladenen Aminosäuren. Nach der Sec-abhängigen Sekretion 
verbleibt das Protein durch das Sorting-Signal zuerst in der Membran. Anschließend 
wird das zu verankernde Protein durch das membrangebundene Enzym Sortase A 
(Mazmanian et al., 1999) zwischen den Threonin- und Glycin-Resten geschnitten und 
der Threoninrest kovalent an die meso-Diaminopimelinsäure von 
Zellwandvorläufermolekülen gebunden (Dhar et al., 2000) (Abb. 1.5).  
 
Abb. 1.5:  Modell der Funktion der Sortase A in Listeria monocytogenes. 
Sortase A schneidet LPXTG-Proteine zwischen dem Threonin (T) und Glycin (G) (1) und 
bindet anschließend das Threonin an die meso-Diaminopimelinsäure der 
Zellwandvorläufermoleküle (2). Dieses Zwischenprodukt wird dann durch eine 
Transglycosylase (3) und eine Transpeptidase (4) in die Zellwand eingebaut. (Dhar et al., 
2000). 
 
Für LPXTG-Proteine kodierende Gene wurden in vielen Gram-positiven Bakterien 
gefunden. Listeria monocytogenes besitzt jedoch eine größere Anzahl an LPXTG-
Proteinen als jedes andere sequenzierte Bakterium. So kodiert das Genom von 
Listeria monocytogenes für 41 solcher Proteine, während man bei L. innocua 31 
(Glaser et al., 2001), Staphylococcus aureus 17 (Kuroda et al., 2001), Streptococcus 
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pyogenes 13 (Ferretti et al., 2001), Streptococcus pneumoniae 11 (Tettelin et al., 
2001) und Bacillus subtilis nur eines findet (Kunst et al., 1997).  
11 der 41 LPXTG-Proteine (26,8%) in L. monocytogenes sind nicht vorhanden in L. 
innocua, und man geht davon aus, dass sie die Teilgruppe mit der höchsten 
Spezifität für die pathogene Art darstellen und daher einen beträchtlichen Anteil an 
der pathogenen Lebensweise von L. monocytogenes haben (Cabanes et al., 2002). 
So ist es auch nicht verwunderlich, dass zu den LPXTG-Proteinen auch fünf 
Internaline (InlA, InlE, InlF, InlG, InlH) und 14 Internalin-ähnliche Proteine gehören 
(Glaser et al., 2001). 
Zusätzlich zur Sortase A wurden in S. aureus (Mazmanian et al., 2002) und in L. 
monocytogenes je eine weitere Sortase (SrtB) beschrieben (Bierne et al., 2004). SrtB 
katalysiert vermutlich die Bindung des Oberflächenproteins SvpA an das 
Peptidoglycan an einem NXZTN-Motiv (Bierne et al., 2004). Weitere Proteine, die 
von SrtB an die Zellwand gebunden werden, wurden bisher nicht identifiziert. 
 
GW-Module 
Als GW-Module bezeichnet man eine Wiederholungssequenz von ca. 80 
hydrophoben Aminosäuren am Carboxy-Terminus von bakteriellen Proteinen, die das 
Dipeptid Glycin-Tryptophan (GW) enthalten. Diese Module halten die Proteine durch 
Interaktion mit der Lipoteichonsäure in der bakteriellen Zellwand (Jonquieres et al., 
1999). Aufgrund der nicht-kovalenten Verankerung lösen sich Proteine mit GW-
Modulen leicht aus der Zellwand und werden auch in beträchtlicher Menge im 
Kulturüberstand gefunden. Das Genom von L. monocytogenes kodiert für 9 Proteine 
mit GW-Modulen, darunter auch InlB.  
 
Hydrophobe Anker 
11 Proteine von L. monocytogenes werden über so genannte hydrophobe Anker in 
der Zellmembran verankert, darunter das Aktin-Nukleationsprotein ActA. Die Proteine 
enthalten eine hydrophobe C-terminale Domäne, der eine Reihe von positiv-
geladenen Aminosäure-Resten folgt. Man geht davon aus, dass diese Aminosäure-
Reste als Stop-Signal für den Transport über die Membran dienen (Domann et al., 
1992).  
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P60-ähnliche Proteine 
Das 60 kDa große Protein P60 (Iap) ist ein in großen Mengen exprimiertes 
Zellwandprotein. Es hat eine Mureinase-Aktivität und war das erste Protein, für das 
eine mögliche Funktion bei der Invasion von Wirtszellen beschrieben wurde (Kuhn 
and Goebel, 1989). Diese Proteine enthalten LysM-Domänen, die häufig in 
bakteriellen Proteinen mit Zellwandabbaufunktion gefunden werden und vermutlich 
auch für die Bindung an das Peptidoglycan verantwortlich sind. In L. monocytogenes 
gibt es vier P60-ähnliche Proteine.  
 
Lipoproteine 
Bakterielle Lipoproteine besitzen ein spezifisches Signalpeptid. Durch die 
Diacylglyceryl-Transferase (Lgt) wird eine N-Acyl-Diglyceridgruppe eines 
Glycerophospholipids an die Thiolgruppe des im Signalpeptids enthaltenen Cysteins 
gebunden. Anschließend prozessiert die Signalpeptidase II (Lsp) diese 
Prälipoproteine in reife Lipoproteine, die durch ihre Lipidkette in der Membran 
verbleiben und ihren Proteinanteil auf der Bakterienoberfläche präsentieren. L. 
monocytogenes besitzt 68 vorhergesagte Lipoproteine. 
 
Sekretorische Proteine 
Sekretorische Proteine sind Proteine, die ihre Funktion in dem die Bakterien 
umgebenden Medium erfüllen. Für Listeria monocytogenes wurden bei der 
Genomsequenzierung durch das Programm SignalP 86 Proteine als sekretiert 
vorhergesagt. Da die momentan verfügbaren Programme aber nur die Sec-
abhängige Sekretion berücksichtigen, ist von mehr sekretierten Proteinen 
auszugehen. Prominenteste Beispiele für sekretierte Proteine sind Listeriolysin (Hly), 
PlcA, PlcB, die Metalloprotease Mpl und InlC. 
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1.4 Listerielle Wirtszell-Pathogen-Interaktionen  
 
Während die primären Virulenzfaktoren von L. monocytogenes bereits gut 
charakterisiert sind, für einige listerielle Oberflächenproteine wie InlA, InlB und ActA 
sogar die Interaktionspartner der Wirtszelle und der jeweilige Wirkungsmechanismus 
größtenteils bekannt sind, ist die unmittelbare Wirtszellantwort auf listerielle Invasion 
und Infektion kaum untersucht. Einzig mittels Transkriptomanalysen wurde bisher die 
Wirtszellantwort auf listerielle Infektion untersucht (Cohen et al., 2000; Baldwin et al., 
2003).  
Im folgenden sind zwei entscheidene Schritte der listeriellen Infektion und der 
Interaktion mit dem Wirt, die Invasion und die intrazelluläre Fortbewegung, 
beschrieben. 
 
1.4.1 Mechanismus der listeriellen Invasion 
 
Die ersten Schritte des Infektionszyklus von Listeria monocytogenes stellen die 
Adhäsion und die Induktion der Phagozytose bei nicht obligat pahogozytierenden 
Zellen dar (Abb. 1.1). Listeria monocytogenes interagiert je nach Wirtszellart über 
InlA oder InlB mit bestimmten wirtszelleigenen Rezeptoren und leitet somit einen 
Phagozytose-ähnlichen Prozess ein. InlA-vermittelte Internalisierung ist auf 
Epithelzellen begrenzt und vermutlich hauptsächlich für die Überwindung des 
Darmepithels von Bedeutung (Gaillard et al., 1991; Bierne and Cossart, 2002a). InlB 
wiederum ist für die Internalisierung in ein breites Spektrum von Zellen wie 
Hepatozyten, Epithel- und Endothelzellen verantwortlich (Dramsi et al., 1995; 
Lingnau et al., 1995; Greiffenberg et al., 1998; Parida et al., 1998).  
InlB gehört zur Familie der Internaline, der 24 Proteine zugeordnet werden (Glaser et 
al., 2001). Es hat eine molekulare Masse von 67 kDa und ist das einzige Internalin, 
das über so genannte GW-Module an die Lipoteichonsäure der listeriellen Zellwand 
gebunden ist. Im restlichen Aufbau ist es jedoch den anderen Internalinen sehr 
ähnlich. Nach der N-terminalen Signalsequenz folgen 7 Leucin-reiche 
Wiederholungssequenzen (Leucine-rich Repeats, LRR), eine Immunoglobulin-
ähnliche Region (IR), das verlinkende, sehr bewegliche B-Segment und die drei GW-
Module (Schubert et al., 2001). 



















Abb. 1.6:  Beispielhaft für die drei unterschiedlichen Klassen der Internaline der schematische 
Aufbau der Internaline A, B und C aus L. monocytogenes.  
InlA wird wie alle anderen Internaline außer InlB und InlC über ein LPXTG-Motiv an die 
Zellwand gebunden. InlB wird über GW-Module verankert und InlC ist das einzig bekannte 
sekretierte Internalin. 
Homologe Domänen sind gleichfarbig dargestellt. SS, Signalsequenz; LRR, Leucine-rich 
Repeats mit Anzahl der LRR-Motive; IR, Immunoglobulin-ähnliche Region; B, B-
Segmente; PA, Peptidoglycan-Anker (LPXTG-Motiv); GW, GW-Module (Machner, 2002).  
 
Die LRR-Domäne ist notwendig für die Funktionalität von InlA und InlB, was durch 
Internalisierungsexperimente mit den LRR-Domänen von InlA bzw. InlB 
beschichteten Latex-Beads gezeigt werden konnte (Lecuit et al., 1997; Braun et al., 
1998). Neuere Untersuchungen halten auch die GW-Domäne von InlB für eine 
erfolgreiche Internalisierung für essentiell (Banerjee et al., 2004). 
Für InlA und InlB sind die jeweiligen Interaktionspartner der Wirtszellen bekannt. InlA 
induziert die Phagozytose durch Bindung an E-Cadherin, ein Adhäsionsmolekül 
zwischen Zell-Zell-Kontakten von Säugerepithelzellen (Mengaud et al., 1996). InlB 
wiederum bindet an den Hepatocyte Growth Factor-Rezeptor (HGF-R) Met (Shen et 
al., 2000) und vermittelt so eine Phagozytose durch einen so genannten Zipper-
('Reisverschluss')-Mechanismus (Lecuit et al., 1997). Als weiterer Interaktionspartner, 
der die Met-gestützte Aufnahme verstärken könnte, wurde gC1q-R vorgeschlagen 
(Braun et al., 2000). Neuere Untersuchungen widerlegten jedoch eine Beteiligung 
von gC1q-R an der listeriellen Invasion (Banerjee et al., 2004).  
Met ist ein Heterodimer bestehend aus einer extrazellulären, 45kDa großen α- und 
einer membranspannenden, 145 kDa großen β-Untereinheit. Letztere enthält die 
intrazelluläre Tyrosinkinasen-Domäne (Furge et al., 2000). Bei extrazellulärer 
Aktivierung werden spezifische, im Cytosol gelegene Tyrosinreste (Tyr1349 und 
Tyr1356) autophosphoryliert. Nach Phosphorylierung können Gab1, Grb1 und PI 3-
kinase sowie andere Kinasen an den intrazellulären Teil von Met binden und weitere 
Signalwege aktiveren (Ponzetto et al., 1994; Lee and Yamada, 1995; Weidner et al., 
1996). 
Met, der sich erst spät in der Evolution entwickelte und nur in Vertebraten vorkommt, 
spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von vielen Prozessen wie Entwicklung 
1. EINLEITUNG                      17 
und Gewebserneuerung. Bindung des natürlichen Liganden HGF an Met verursacht 
außerdem eine Reihe von anderen zellulären Prozessen wie Proliferation und 
Aktivierung anti-apoptotischer Signalwege (Abbildung 1.7). Epithelzellen, 
insbesondere MDCK-Zellen antworten auf HGF-Stimulation mit 'Scattering', einem 
Auseinandermigrieren der Zellen, weshalb HGF auch als 'Scatter Factor' bezeichnet 
wird. In Krebszellen ist Met häufig überexprimiert und dient als Marker. Auch bei der 
Ausbreitung von Krebszellen spielt Met eine wichtige Rolle (für Referenzen siehe: 
(Birchmeier et al., 2003). 
 
Abb. 1.7:  HGF-vermittelte Signalwege. 
Aktivierung von Met führt zu einer Rekrutierung von Grb2 und Gab1. Über Grb2 können 
die Ras- bzw. der Rac/Cdc42-Signalwege aktiviert werden, die zu Proliferation bzw. Aktin-
Cytoskelettumbau führen. Die Aktivierung von Gab1 kann auch zu Zellmigration (über die 
ERK/MAPK-Kaskade), sowie Anti-Apoptose (über PI3K) führen (Birchmeier et al., 2003). 
 
Untersuchungen der Wirtszellantwort auf die Bindung von InlB an Met ergaben (Abb. 
1.8), dass lösliches InlB ebenso wie HGF Membran-Kräuselung ('Ruffling') und 
'Scattering' induziert. Des weiteren wurde nach InlB-Stimulation 
Tyrosinphosphorylierung von verschiedenen Adapterproteinen wie Gab1, Cb1 und 
Shc, sowie Phosphoinositol (PI) 3-kinase festgestellt (Ireton et al., 1999). Trotz der 
ähnlichen Aktivierung von Signalwegen besitzen InlB und HGF jedoch keine 
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strukturelle Homologie und binden an unterschiedliche Regionen des gemeinsamen 
Rezeptors (Shen et al., 2000). Auch ist die InlB-vermittelte Phosphorylierung von Met 



















Abb. 1.8:  InlB-vermittelte Signalwege. 
Aktivierung von Met durch InlB führt über den Rac- und den Cdc42-Weg zu 
Veränderungen des Cytoskeletts, die zur Aufnahme von Listeria führen. Des weiteren 
werden Rac und PI-3-Kinase aktiviert, was vermutlich zu Zellproliferation und anti-
apoptotischen Signalen führt (Bierne and Cossart, 2002a). Gestrichelte Linien 
kennzeichnen hypothetische Schritte. 
 
L. monocytogenes wird nach Bindung von InlB an Met, das den Rac- und Cdc42-
Signalweg aktiviert, phagozytiert (Bierne et al., 2001). Daraufhin rekrutiert vermutlich 
die GTPase Rac ein Protein der WASP-Familie, Wave, das wiederum den Arp2/3-
Komplex aktivieren kann (Eden et al., 2002). Weitere beteiligte Proteine sind Cofilin, 
die PI-3-Kinase, PAK- und LIM-Kinase (Cossart et al., 2003). 
Mit einem ähnlichen Mechanismus wie Listeria verschafft sich auch Yersinia 
pseudotuberculosis Eintritt in die Zelle. Durch Bindung mit dem Oberflächenprotein 
Invasin an Integrin-Rezeptoren werden intrazelluläre Kinasen an Tyrosinen 
phosphoryliert und der Aktincytoskelettumbau eingeleitet (für Übersichtsartikel siehe: 
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Cossart and Sansonetti, 2004). Die Interaktion zwischen bakteriellen 
Oberflächenproteinen und wirtszelleigener Rezeptortyrosinkinasen stellt also einen 
wichtigen Mechanismus für die Internalisierung von Pathogenen dar. 
 
1.4.2 Mechanismus der intrazellulären Fortbewegung 
 
L. monocytogenes besitzt als intrazelluläres Pathogen die ungewöhnliche 
Eigenschaft, sich durch Polymerisation von wirtseigenem Aktin im Cytosol der 
Wirtszelle fortzubewegen. Diese Art der Fortbewegung findet man auch bei anderen 
intrazellulären Pathogenen, die nicht mit L. monocytogenes verwandt sind, wie z.B. 
bei Shigella flexneri (Bernardini et al., 1989) und Rickettsia spp. (Heinzen et al., 
1993). Aus der Gattung Listeria ist außer L. monocytogenes einzig L. ivanovii in der 
Lage, sich durch Aktinpolymerisation fortzubewegen (Karunasagar et al., 1993). 
Einen ähnlichen Mechanismus der Aktinpolymerisation findet man auch in den 
Lamellipodien von motilen Zellen, wie zum Beispiel bei Neutrophilen, die zum 
Infektionsherd wandern.  
Der listerielle Faktor, der zur Polymerisation des Aktins der Wirtszelle nötig und 
ausreichend ist, ist das Oberflächenprotein ActA (Domann et al., 1992; Kocks et al., 
1992). actA-Deletionsmutanten können sich nicht mehr intrazellulär fortbewegen und 
bilden charakteristische Mikrokolonien in der Nähe des Zellkerns (Kocks et al., 1992). 
Da sie nicht mehr in der Lage sind, sich von Zelle zu Zelle auszubreiten, sind sie 
avirulent.  
ActA ist ein 639 Aminosäuren großes Protein mit einem Molekulargewicht von 67 
kDa. Es wird von dem im Virulenzgencluster gelegenen Gen actA kodiert, das durch 
PrfA positiv reguliert wird. ActA besitzt eine Signalsequenz für den Transport aus der 
Bakterienzelle und enthält am C-Terminus eine hydrophobe Region, mit der es in der 
Bakterienmembran verankert ist. Auf der Oberfläche beweglicher Listerien ist ActA 
überall zu finden, zeigt jedoch eine polare Verteilung mit der höchsten Konzentration 
an dem Bakterienpol, an dem die Bildung des Aktinschweifs erfolgt (Kocks et al., 
1993). ActA ist dabei ausschließlich auf der bakteriellen Oberfläche, nicht aber im 
Aktinschweif nachweisbar (Kocks et al., 1993; Niebuhr et al., 1993). 
Wie es zu einer polaren Verteilung von ActA an der Zelloberfläche kommt, wurde 
lange diskutiert. Die Gruppe um Pascale Cossart veröffentlichte Daten, die nahe 
legen, dass ActA polar auf der Bakterienoberfläche verteilt ist, mit einer höheren 
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Konzentration an einem Pol des Bakteriums (Kocks et al., 1993; Cossart and Kocks, 
1994), während Niebuhr et al. hierfür keine Anzeichen sahen und eine gleichmäßige 
Verteilung propagierten (Niebuhr et al., 1993). Bindung eines ActA-Fusionsproteins 
an die Oberfläche von Streptococcus pneumoniae wie auch Latexkügelchen 
(Cameron et al., 1999) löste an der gesamten Oberfläche Aktinpolymerisation aus, 
die aber zu keiner Fortbewegung führte. Erst nach Teilung der Streptokokken 
entstand eine polare Verteilung von ActA und Fortbewegung trat ein (Smith et al., 
1995). Auch intrazelluläre Listerien müssen sich erst teilen, bevor sie sich durch 
Aktinpolymerisation fortbewegen können (Robbins et al., 1999). Erst die Zellteilung 
führt offensichtlich zu einer polaren Verteilung von ActA, die eine Fortbewegung in 
der Wirtszelle ermöglicht. 
Die Aktinpolymerisation, die das Bakterium durch die Zelle schiebt, wird durch eine 
Bindung von ActA an den Arp2/3-Komplex induziert (Welch et al., 1998). Hierbei 
imitiert es vermutlich die Funktion der WASP-(Wiscott-Aldrich-Syndrom Proteine) 
Proteine, welche die katalytische Funktion des Arp2/3-Komplex verstärken (Loisel et 
al., 1999; für Übersichtsartikel siehe: Stradal et al., 2004). Außerdem bindet ActA an 
eine ganze Reihe von weiteren Wirtszellproteinen, u.a. an die Ena/VASP-Proteine 
(Chakraborty et al., 1995; Gertler et al., 1996; Niebuhr et al., 1997). 
 
LaXp180 und Stathmin 
An dem Bakterienpol, der nicht Aktin polymerisiert, bindet ActA an das 
Wirtszellprotein LaXp180 (Pfeuffer et al., 2000). LaXp180 ist ein Protein von ca. 180 
kDa, das seinen Namen von der Kreuzreaktivität mit dem Protein La erhielt (Pfeuffer 
et al., 2000). Es enthält eine Coiled-Coil-Region, einen Leucine-Zipper und eine 
„Nuclear Localisation Sequence“ (NLS). Für die Aminosäuresequenz von LaXp180 
gibt es mehrere Einträge in der NCBI-Datenbank. So wurde das Protein u.a. als 
Transkriptionsfaktor RB1CC1 (Retinoblastoma-inducible 1 coiled-coil 1) (Chano et 
al., 2002a) beschrieben, der - wenn inaktiviert - zu einer stark erhöhten 
Brustkrebswahrscheinlichkeit führt (Chano et al., 2002b). Außerdem wurde es als 
das Pyk2-bindende Protein FIP200 (Ueda et al., 2000) beschrieben, für das später 
eine inhibierende Wirkung auf die Focal Adhesion Kinase (FAK) gezeigt wurde (Abbi 
et al., 2002). 
Durch Kolokalisationsexperimente zeigten Pfeuffer et al., dass ActA an dem 
Bakterienpol, der nicht Aktin polymerisiert, nicht nur mit LaXp180, sondern auch mit 
1. EINLEITUNG                      21 
Stathmin kolokalisiert (Pfeuffer et al., 2000), für das schon früher eine Bindung zu 
LaXp180 gezeigt wurde (Maucuer et al., 1995).  
Stathmin, auch Op18 genannt, ist ein 17 kDa großes Phosphoprotein, das als 
verbindendes Relais (griech. Stathmos = Relais) für Signale vieler Zellfunktionen wie 
Proliferation und Differentation vorgeschlagen wurde (Sobel, 1991). Es bindet an 
Tubulin und destabilisiert Mikrotubuli (Belmont and Mitchison, 1996). Mikrotubuli sind 
Proteinpolymerröhren aus α/β-Tubulindimeren, die am Aufbau der Mitotischen 
Spindel (Pearson and Bloom, 2004) und am Transport von Endosomen und 
Organellen (Mandelkow and Mandelkow, 2002) eine wichtige Rolle spielen.  
Stathmin wird durch Phosphorylierung an vier möglichen Phosphorylierungsstellen 
(Ser16, Ser25, Ser38, Ser63) (Beretta et al., 1993) durch eine Reihe von Kinasen 
deaktiviert (Marklund et al., 1996; Di Paolo et al., 1997; Andersen et al., 1997; 
Melander et al., 1997; Gradin et al., 1998; Daub et al., 2001) und spielt während des 
Zellzyklus eine wichtige Rolle (für Übersichtsartikel siehe: Andersen, 2000). In der 
Interphase ist es wenig phosphoryliert und wird durch Cyclin-abhängige Kinasen 
(Larsson et al., 1997) und Polo-like Kinasen (Budde et al., 2001) beim Eintritt in die 
Mitose hyperphosphoryliert. Eine Progression durch den Zellzyklus benötigt 
Phosphorylierung aller vier Serine, die am Ende der Mitose wieder dephosphoryliert 
werden (Mistry and Atweh, 2001).  
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1.5 Entwicklungen in der Proteomforschung 
 
Der Begriff Proteom entstand 1994 durch eine Kombination der Worte Protein und 
Genom durch den Doktoranden Marc Wilkins (Huber, 2003). Definiert wird das 
Proteom als die Proteinzusammensetzung einer abtrennbaren biologischen Fraktion 
zu einem bestimmten Zeitpunkt unter streng definierten Bedingungen. Während das 
Genom eines Organismus keinen bzw. wenigen Änderungen unterworfen ist, hat das 
Proteom eine sich ständig ändernde Proteinzusammensetzung. Deshalb ist die 
Reproduzierbarkeit des Zustandes, aus dem die Zellen bzw. Proteine entnommen 
werden, ein wichtiger Faktor für die Proteomforschung.  
Eine Voraussetzung für erfolgreiche vergleichende Proteomuntersuchungen ist die 
Verfügbarkeit von mindestens zwei definierten Zuständen (z.B. krankes vs. gesundes 
Gewebe) und der genomischen Sequenz und damit der Proteinsequenzen des zu 
untersuchenden oder eines Art-verwandten Organismus. Daher werden Proteomics 
und Transkriptomics auch als Post-Genom- bzw. Funktionelle Genom-Analyse 
bezeichnet. Zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Arbeit sind mehr als 1000 Genome 
unterschiedlicher Organismen sequenziert oder in Bearbeitung 
(http://igweb.integrated genomics.com/GOLD/) und bilden damit eine riesige 
Datenmenge, auf die die Funktionelle Genomanalyse zurückgreifen kann.  
 
Die grundlegende Methode für die Analyse von Proteomen ist die zweidimensionale 
Gelelektrophorese, die eine isoelektrische Fokussierung mit einer SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese kombiniert (O'Farrell, 1975; Klose, 1975). Hiermit 
können bis zu 10.000 verschiedene Proteinformen aufgetrennt (Klose, 1999) und 
anschließend über Massenspektrometrie (MS) identifiziert werden. Zusätzlich hat 
sich in den letzten Jahren die mit der Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie 
(HPLC) gekoppelte Electrospray Massenspektrometrie etabliert, womit sich weniger 
komplexe Proteingemische (<1000 Proteine) schnell analysieren lassen.  
Der entscheidende Schritt in Richtung Proteomforschung war die Entwicklung von 
hoch-sensitiven und hochauflösenden Massenspektrometern mit 'weichen' 
Ionisierungen wie MALDI-TOF (Karas and Hillenkamp, 1988; Tanaka et al., 1988) 
und Electrospray Q-TOF (Fenn et al., 1989) für die John Fenn und Koichi Tanaka 
2002 den Nobelpreis erhielten. Diese Ionisierungsmethoden werden momentan fast 
ausschließlich mit Ionenfallen, Flugzeit- (Time-of-Flight, TOF), Quadrupol- oder 
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Fourier-Transform Ionen-Cyclotronenresonanz (FT-ICR) Massenspektrometern 
verbunden. Diese Massenspektrometer werden je nach Anforderungen sowie ihrer 
spezifischen Fähigkeiten einzeln für MS oder durch Reihenschaltung für Tandem-MS 
benutzt.  
Die Entwicklungen der letzten Jahre führten zu einer sehr hohen Massenauflösung 
(FT-ICR: Auflösung ~500.000) und einer sehr schnellen Analysenzeit 
(Ionenfallengeräte: mehrere tausend Spektren pro Stunde). Des weiteren sind 
heutzutage durch Verbesserung der Detektoren und der Elektronik Attomolmengen 
(10-18 mol) von Proteinen standardmäßig identifizierbar. 
 
MALDI TOF Massenspektrometrie 
In der MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight) 
Massenspektrometrie (Abb. 1.9) wird das Probenmaterial in eine organische, 
aromatische Säure (zumeist Dihydrobenzoe- oder α-cyano-Hydroxyzimtsäure) unter 
Zugabe von Trifluoressigsäure (TFA) oder Ameisensäure eingebettet. Ein wenige 
Nanosekunden kurz gepulster Laserstrahl wird auf die Matrix gerichtet, wodurch es 
an der Stelle zu einer explosionsartigen Verdampfung von Matrix und Probe kommt. 
In der energiereichen Gaswolke werden die Peptide durch Protonentransfer von 
Säuremolekülen ionisiert. Hierbei werden stark basische Reste bevorzugt, weshalb 
Arginin-enthaltende Peptide eine bessere Ionisierungseffizienz besitzen. Durch ein 
angelegtes elektrisches Feld werden die ionisierten Peptide beschleunigt, bis sie in 
eine feldfreie Region des Massenspektrometers (Flugrohr) gelangen. Da die fast 
ausschließlich einfach-geladenen Peptidionen vom gleichen elektrischen Feld 
beschleunigt wurden, haben die Peptide im Flugrohr alle die gleiche kinetische 
Energie, besitzen aber durch ihre unterschiedlichen Massen unterschiedliche 
Geschwindigkeiten und werden nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhältnis (m/z) 
aufgetrennt. Die Massenbestimmung erfolgt durch Bestimmung der Zeit, die die 
Ionen nach der Ionisierung zum Durchqueren des Flugrohrs benötigen.  
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Abb. 1.9:  Schematischer Aufbau eines MALDI TOF Massenspektrometers.  
Peptide sind in eine organische Matrix eingebettet und werden durch einen gepulsten 
Laserstrahl verdampft. In der Gasphase werden die Peptide protoniert und durch ein 
angelegtes Spannungspotential beschleunigt, bis sie in eine feldfreie Drift-Region 
kommen. Hier trennen sich die Peptide nach ihrem Masse/Ladungs-Verhältnis auf. Durch 
Berechnung der Zeit, die die Peptide zum Durchqueren des Flugrohres brauchen, wird die 
Masse berechnet.  
 
Für die Proteinidentifikation mittels MALDI TOF MS wird sehr häufig das 
Peptidmassenfingerabdruck-Verfahren (Peptide Mass Fingerprint, PMF) verwendet. 
Hierbei werden die Massen der Peptide eines Proteins nach spezifischer Spaltung 
durch eine Protease, zumeist Trypsin, gemessen. Durch Vergleich mit einem 
theoretischen Verdau aller Proteine des Genoms kann eine Wahrscheinlichkeit 
berechnet werden, inwieweit die Peptidmassen den Massen eines vorhergesagten 
Proteins entsprechen. Da für den PMF vereinzelte Proteine benötigt werden, wird 
diese Methode fast ausschließlich für Proben aus 2D-Gelen verwendet. Durch die 
Entwicklungen der letzten Jahre können die Messungen automatisiert durchgeführt 
werden, weshalb die MALDI TOF MS die Methode der Wahl für einen Hochdurchsatz 
nach 2D-Gelelektrophorese ist.  
 
Nano-Electrospray Q-TOF Massenspektrometrie 
Bei der Elektrospray-Ionisierung (ESI) liegen die Peptide in wässrig-saurer Lösung 
vor. Die Lösung wird in eine metallbeschichtete Nadel vor einer kleinen Öffnung 
(Cone) des Massenspektrometers gebracht. Durch ein angelegtes elektrisches 
Potential werden kleine Tropfen von der Flüssigkeit mit einer Flussrate von 100-300 
nl/min aus der Nadel gedrückt. Durch Wärme und einen angelegten Gasfluss 
verdampft das Lösungsmittel des Tropfens und die Oberfläche schrumpft, bis er 
durch die elektrostatischen Kräfte in kleinere Tropfen dispergiert. Nachdem das 
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gesamte Lösungsmittel verdampft ist, verbleibt die Ladung auf den Peptiden. Die 
Peptidionen durchlaufen ein Quadrupol-Massenspektrometer (Abb. 1.10) und werden 
nachfolgend durch eine TOF-Einheit analysiert und an einer Multi-Channel-Plate 
(MCP) detektiert (MS-Mode). Wenn ein bestimmtes Peptid fragmentiert werden soll, 
wird die Masse im MS1 (Quadrupol) ausgewählt und das Ion durch Stöße gegen 
Argonatome in der Kollisionszelle energetisch zur Dissoziation angeregt. Nach 
Dissoziation des Peptides werden die Massen der daraus entstehenden Ionen im 
nachfolgenden MS2 (TOF) identifiziert (MS/MS-Mode). Die Peptide dissoziieren 
häufig zwischen den C- und N-Atomen der Amidbindungen in spezifische Ionen (b- 
und y-Ionen; siehe Abb. 1.11), aus deren Masse sich die Aminosäuresequenz der 
Peptide erkennen lässt. Selbst wenn das Genom des betreffenden Organismus nicht 





Abb. 1.10:  Schematischer Aufbau eines Q-TOF Massenspektrometers. 
Peptide werden durch eine Electrospray-Quelle ionisiert und durch einen 
Flugrohrmassenspektrometer detektiert. In der MS/MS-Einstellung werden im Quadrupol-
Massenspektrometer (MS1) Ionen einer bestimmten Masse selektiert, die in der Hexapol-
Gas-Kollisionszelle fragmentiert werden. Die Massen der Fragmente werden im 
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Abb. 1.11: Gebildete Peptidfragmente während Dissoziation in einem Q-TOF-
Massenspektrometer.  
Durch Stöße mit dem Kollisionsgas wird Energie auf die Peptidionen transferiert, die 
daraufhin dissoziieren können. Häufigste Dissoziation findet zwischen den 
Amidbindungen statt (b- und y-Serie). Bei höheren Energien werden auch a- und x- bzw. 
c- und z-Serien erhalten. 
 
MALDI-TOF/TOF und die LIFT-Technologie 
Eine dem Q-TOF ähnliche MS/MS-Methode gibt es seit kurzem auch für MALDI TOF 
Massenspektrometer. In dem Fall sind beide Massenspektrometer entweder aus 
TOF-Einheiten oder aus einer LIFT-Einheit und einem TOF-Massenspektrometer 
(Bruker) aufgebaut. Bei der LIFT-Technik (Suckau et al., 2003) werden in der 
Ionenquelle durch starken Laserbeschuss (Laser-induced Dissociation, LID) oder 
durch Stöße mit dem Kollisionsgas (Collision-induced Dissociation, CID) 
Peptidfragmente gebildet, die nach kurzer Flugstrecke von den anderen Ionen 
selektiert werden können. Die LIFT-Zelle beschleunigt diese Ionen auf eine hohe 
Geschwindigkeit, damit diese den Reflektor gemeinsam durchwandern können. Beim 
'konventionellen' Post-Source-Decay (PSD, Zerfall von Ionen in einem 
Massenspektrometer nach energetischer Anregung durch die Ionisierung) MS/MS 
können immer nur einzelne Fragmente den Reflektor durchwandern. Die erhaltenen 
Daten aus der Fragmentierung der Peptide über PSD bzw. LIFT sind jedoch 
erheblich komplexer als die aus Q-TOF MS/MS, da aufgrund der höheren Energie 
auch a- und c-Ionenserien entstehen und es häufig zu Wasser- und 
Ammoniakabspaltung von den Peptid-Fragmenten kommt. 
 
HPLC-MS 
Neben der Auftrennung von Proteingemischen durch 2D-Gelelektrophorese haben 
sich in den letzten Jahren auch Gel-lose Methoden zunehmend durchsetzen können. 
Hierbei werden die Proteinextrakte meist durch Reversed-Phase Hochleistungs-
Flüssigkeitschromatographie (RP-HPLC) aufgetrennt. Die HPLC ist direkt an den 
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Massenspektrometer gekoppelt und Peptide werden dort 'online' identifiziert. Als 
Massenspektrometer eignen sich hierzu nur solche mit optionalen Electrospray-
Ionisierungsquellen, wie Q-TOF, Ionenfallen oder FT-ICR-MS.  
Je nach zu untersuchendem Proteinextrakt müssen mehrere zehntausend Peptide 
aufgetrennt und analysiert werden. Um die Auftrennung zu verbessern, wird daher 
häufig eine weitere Dimension vorgeschaltet, zumeist die Kantionenaustausch-
Chromatographie wie z.B. in der Multidimensional Protein Identification Technology 
(MudPIT) (Washburn et al., 2001). 
Ein Problem der gel-losen Methoden ist die Schwierigkeit der Quantifizierung von 
Proteinen. Hierzu gab es in den letzten Jahren Entwicklungen wie ICAT (Isotope-
coded affinity tag) (Gygi et al., 1999), bei der Peptide unterschiedlicher Proben mit 
unterschiedlichen isotopen-markierten Reagenzien modifiziert werden. Anschließend 
werden die zu analysierenden Proteingemische vereint und mittels HPLC-MS 
analysiert. Da sich die korrespondierenden Peptide nur in den Isotopen ihrer 
Modifikationen unterscheiden, haben sie ähnliche Elutionseigenschaften und werden 
gleichzeitig am Massenspektrometer identifiziert. Aufgrund der Ionenintensitäten der 
unterschiedlichen Peptidmassen lassen sich so Aussagen über die relativen Mengen 
machen.  
Ähnlich funktioniert die Markierung mit stabilen Isotopen in der Zellkultur (Stable 
isotope labeling by amino acids in cell culture, SILAC) (Ong et al., 2002). Hierbei 
werden Zellkulturen mit unmarkierten (Zustand 1) bzw. 2H-, 13C- oder 15N-markierten 
(Zustand 2) Aminosäuren angezogen. In der Massenspektrometrie lassen sich später 
die unterschiedlichen Mengen eines Proteins durch einen Vergleich der leichten und 
schweren Form berechnen. Nachteil dieser neuen Technologien sind die hohen 
Kosten für die isotopen-markierten Substanzen und die großen Datenmengen der 
MS/MS-Spektren, die nur durch geeignete bioinformatische Programme auszuwerten 
sind. 
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Wissenschaftliche Erfolge der Proteomforschung 
Durch Proteommethoden wurden in den letzten Jahren auf verschiedenen Gebieten 
der Biowissenschaften herausragende Entdeckungen gemacht. Ein Standbein der 
Proteomforschung ist die differentielle Proteomanalyse, die eine sehr große Menge 
an Daten, insbesondere bei der Untersuchung von Prokaryonten liefert.  
Durch die Entschlüsselung des humanen Genoms (Venter et al., 2001) wurde es 
möglich nach erfolgreicher Fraktionierung die Zusammensetzung von 
Multiproteinkomplexen wie z.B. dem Kernporenkomplex (Rout et al., 2000) zu 
bestimmen und Organellenproteome wie z.B. das der Phagosomen (Garin et al., 
2001; Gagnon et al., 2002) oder Mitochondrien (Mootha et al., 2003; Taylor et al., 
2003) aufzuklären. Aber auch Hunderte von Protein-Protein-Interaktionen wie z.B. in 
S. cerevisiae (Uetz et al., 2000; Gavin et al., 2002; Ho et al., 2002) konnten 
identifiziert werden.  
Zur Zeit werden vermehrt Proteome auf die über 100 verschiedenen post-
translationalen Modifikationen untersucht. Insbesondere der Phosphorylierung von 
Proteinen wird dabei eine besondere Wichtigkeit beigemessen, da viele 
Signaltransduktionswege in Zellen über Phosphorylierungen und 
Dephosphorylierungen von Proteinen funktionieren. Durch eine weitere 
Verbesserung der Technologien ist auch in naher Zukunft noch von weiteren 
wissenschaftlichen Durchbrüchen mittels Proteomtechniken zu rechnen. 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 
 
Das human-pathogene Bakterium Listeria monocytogenes exprimiert eine große 
Anzahl an sekretierten und Oberflächen-gebundenen Proteinen. Hierzu zählen auch 
alle primären Virulenzfaktoren, die durch ihre spezifischen Funktionen den fakultativ 
intrazellulären Infektionszyklus sicher stellen.  
Ziel der Arbeit war es, die Subproteome der kovalent-gebundenen 
Oberflächenproteine und der sekretorischen Proteine von L. monocytogenes mit 2D-
Gelelektrophorese und gel-losen Proteommethoden umfassend zu charakterisieren. 
Durch Vergleich des wt Sekretoms mit dem einer prfA-Deletionsmutante sollten PrfA-
regulierte Proteine identifiziert werden. Zusätzlich sollten durch einen Vergleich mit 
der apathogenen Art Listeria innocua Proteine identifiziert werden, die spezifisch für 
L. monocytogenes sind. Sowohl die PrfA-regulierten als auch die L. monocytogenes-
spezifischen Proteine stellen neue putative Virulenzfaktoren dar.  
Zur Untersuchung der bisher wenig untersuchten allgemeinen Wirtszellantwort auf 
listerielle Invasion sollte die Proteomanalyse von infizierten und nicht-infizierten 
Gewebekulturen etabliert und Unterschiede charakterisiert werden. Durch die 
Verwendung unterschiedlicher L. monocytogenes-Mutanten sollte die Beteiligung der 
jeweiligen listeriellen Oberflächenproteine bei der Infektion und ihr Einfluss auf das 
Wirtsproteom gezeigt werden.  
Eines dieser Oberflächenproteine ist der Virulenzfaktor InlB. InlB ermöglicht durch 
Bindung an den Human-Growth-Factor-Rezeptor Met die Invasion von Listerien in 
nicht-phagozytierende Zellen. Durch Stimulation mit aufgereinigtem InlB und HGF 
sollten Unterschiede in der Wirtszellantwort mittels Methoden der Zellbiologie und der 
Funktionellen Genomanalyse herausgearbeitet werden. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1 Chemikalien und Materialien 
 
Alle Chemikalien und Materialien wurden soweit nicht anders erwähnt in p.A.-
Reinheit von den Firmen Aldrich, Amersham Pharmacia, Applied Biosystems, 
Calbiochem, Fluka, GibcoBRL, Merck, Millipore, Riedel deHaën, Roche, Roth und 
Sigma bezogen.  
Alle Lösungen wurden in deionisiertem Wasser, welches mit einem Milli-Q-System 
(Millipore) aufbereitet wurde, angesetzt. 
 
 
2.1.1 Allgemeine Puffer 
 
PBS (phosphate buffered saline, pH 7,2) 
NaCl    8 g 
KCl    0,2 g 
Na2HPO4*2H2O   1,77 g  
KH2PO4   0,24 g  
ad 1 L mit bidest. Wasser 
 
TBS (Tris buffered saline, pH 7,5) 
Tris base   6 g 
NaCl    11,7 g 




0,1% Tween 20 (v/v) 
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2.2 Mikrobiologische Arbeitsmethoden 
 
2.2.1 Bakterienstämme 
Die in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme sind in Tabelle 2.1 aufgeführt. 
 
Tabelle 2.1: In der Arbeit benutzte Bakterienstämme 
Organismus Geno-/Phänotyp Referenz/Herkunft 
Escherichia coli XL1-Blue 
supercompetent cells 
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 
supE44 relA1 lac [F´ proAB 
lacIqZ∆M15 Tn10 (tetr)] 
Stratagene, 
Amsterdam 
Escherichia coli BL21 (DE3) 
CodonPlus™ RIL 
F- ompT hsdS(rB-mB-) dcm+ Tetr galλ 




Listeria monocytogenes EGD 
Serotyp 1/2a Listeria monocytogenes wt 
Leimeister-Wächter 
et al., 1990 
Listeria monocytogenes EGD 
∆prfA prfA-Deletion Domann et al., 1992 
Listeria monocytogenes EGD  
pERL 7973 
Konstitutiv prfA überexprimierender 
Stamm (prfA+) Domann et al., 1992 
Listeria innocua CLIP11262 
Serotyp 6a Listeria innocua wt Domann et al., 1992 
Listeria monocytogenes EGD 
∆inlB2 inlB-Deletion
 Lingnau et al., 1995 
Listeria monocytogenes EGD 
∆actA actA-Deletion
 Domann et al., 1992 
Listeria monocytogenes EGD 
∆srtA srtA-deletion Bierne et al., 2002b 
Listeria monocytogenes EGD 
∆srtApPsrtA 
Komplementierte srtA-




Tabelle 2.2: In der Arbeit benutzte Plasmide 
Plasmid Beschreibung Referenz/Herkunft 
pGEX-inlB321 inlB-Fragment aus L. monocytogenes in pGEX-6P-1 Schubert et al., 2001 
pGFP-FAK Humane Focal Adhesion Kinase (FAK) C-terminal an GFP C. Hauck, Würzburg 
pEGFP-C1 Fusionsproteine mit C-terminalen GFP Clontech 
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2.2.3 Kulturmedien und Antibiotika 
 
Alle Medien für Bakterienkulturen wurden durch Autoklavieren (30 min, 121°C) 
sterilisiert. Hitzeempfindliche Medienkomponenten und Zusätze wurden sterilfiltriert 
(0,2 µm-Filter) und zum abgekühlten autoklavierten Medium zugegeben.  
 
BHI-Medium: 




10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Hefeextrakt und 120 mM NaCl wurden in einem Liter 
Wasser gelöst und autoklaviert.  
 
SOC-Medium 
Trypton  20 g 
Hefeextrakt  5 g 
NaCl   0,584 g 
KCl   0,18 g 
MgCl2   10 mM 
MgSO4  10 mM 
Glucose  20 mM 
 
Minimal-Medium: (Premaratne et al., 1991)  
KH2PO4   6,56 g   DL-Isoleucin   0,1 g 
NaHPO4*7H2O  30,96 g  DL-Valin   0,1 g 
MgSO4*7H2O   0,41 g   DL-Methionin   0,1 g 
Eisencitrat   88 mg   L-Arginin*HCl   0,1 g 
Glucose   10 g   Biotin    0,5 mg 
L-Cystein*HCl   0,1 g   Riboflavin   5 mg 
L-Glutamin   0,6 g  Thiamin*HCl   1 mg 
L-Leucin   0,1 g  α-Lipoteichonsäure  5 µg 
ad 1 L bidest. Wasser 
 
Das Medium wurde immer frisch angesetzt, um ein Ausfallen zu vermeiden. 
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Agarplatten: 
16 g Bacto-Agar wurden in einem Liter Medium gelöst. 
 
Tabelle 2.3: Verwendete Antibiotikazusätze 
Antibiotikum Stammlösung E. coli L. monocytogenes 
Erythromycin 5 mg/ml in 70% EtOH - 5 µg/ml 
Ampicillin 100 mg/ml in bidest. H20 100 µg/ml - 
Gentamycin 5 mg/ml in bidest. H20 - 5 µg/ml 
Chloramphenicol 34 mg/ml in EtOH 34 µg/ml - 
 
Die Stammlösungen wurden bei –20°C bzw. 4°C gelagert und in einer Verdünnung 
von 1:1000 eingesetzt. 
 
2.2.4 Anzucht von Escherichia coli und Gewinnung von Plasmiden 
 
Für die Kultivierung von E. coli-Zellen wurden 5-100 ml LB-Medium mit einer 
Einzelkolonie beimpft und in einem Schüttelinkubator ü.N. bei 37°C und 180 rpm 
inkubiert. Bei der Kultivierung von E. coli BL21 (DE3) CodonPlus wurde dem 
Kulturmedium zusätzlich 34 µg/ml Chloramphenicol zugefügt. Zur Anzucht von E. 
coli-Stämmen, die das Plasmid pGEX-6P-1 enthielten, erfolgte die Zugabe von 100 
µg/ml Ampicillin zum Medium. Mit der jeweiligen Vorkultur wurde die Hauptkultur (LB-
Medium) auf eine OD600 von 0,1 eingestellt und im Schüttelinkubator (37°C, 180 rpm) 
inkubiert.  
Für die Gewinnung von Plasmiden wurden die Zellen abzentrifugiert und 
anschließend mittels des Qiagen Plasmid Midi-Präparations-Kits entsprechend der 
Vorschrift des Herstellers behandelt. 
 
2.2.5 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen 
 
Die Herstellung und Transformation kompetenter Zellen von E. coli BL21 (DE3) 
CodonPlus erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Eine E. coli-ü.N.-Kultur wurde in 
SOC-Medium (600 ml) bis zur OD600=0,5 (frühe log-Phase) bei 37°C und 180 rpm 
kultiviert und anschließend für 10 min auf Eis gekühlt. Die Zellen wurden in sterilen 
Bechern abzentrifugiert (JA-10-Rotor, 3000 xg, 10 min, 4°C), in 20 ml eiskalter 0,1 M 
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CaCl2-Lösung resuspendiert und für 20 min auf Eis gekühlt. Nach erneuter 
Zentrifugation (3000 xg, 10 min, 4°C) wurden die Zellen in 3 ml eiskalter 0,1 M CaCl2-
Lösung aufgenommen und für 3 h auf Eis inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden 
nach Zugabe von 10% (v/v) Glycerin in 300 µl-Portionen aliquotiert und bei -80°C 
gelagert. 
Die zu transformierende DNA (100 ng) wurde vorsichtig mit 100 µl Zellsuspension 
auf Eis vermischt. Nach einem 5-minütigen Hitzeschock bei 37°C wurden die Zellen 
für 15 min auf Eis inkubiert (2 Wiederholungen). Nach Zugabe von 800 µl SOC-
Medium erfolgte eine Inkubation für 60 min unter leichter Rotation bei 37°C. 
Anschließend wurden die Zellen mit einem Drygalskispatel auf LB-Platten 
ausplattiert, die entsprechende Antibiotika zur Selektion transformierter Kolonien 
enthielten. Nach Inkubation der Transformationsplatten (ü.N., 37°C) wurden die 
erhaltenen Einzelkolonien zur weiteren Kultivierung mit sterilen Holzzahnstochern in 
5 mL LB-Medium überführt bzw. auf frischen LB-Agarplatten zu Einzelkolonien 
ausgestrichen und bei 37°C kultiviert. 
 
2.2.6 Anzucht von Listeria  
 
Von einer BHI-Agarplatte wurde eine L. monocytogenes Kolonie mit einer Impföse 
bzw. einer sterilen Pipettenspitze abgenommen, in 5–25 ml BHI-Medium suspendiert 
und ü.N. bei 37°C unter Schütteln (180 rpm) inkubiert. 
 
2.2.7 Aufreinigung von Zellwänden von Listeria monocytogenes 
 
500 ml BHI wurden mit einer ü.N.-Kultur von L. monocytogenes 1:100 angeimpft und 
bei einer OD600 = 0,8-1,0 geerntet (3000 xg, 10 min, 4°C). Die Bakterienpellets 
wurden 2x mit je 20 ml PBS und 1x mit 1M Tris-HCl, pH 7.5 gewaschen. 
Anschließend wurden die Zellen in 10 ml Tris-HCl pH 8 mit 0,5 mM Pefabloc (Roche) 
und 1 µl Benzonase (Merck) suspendiert und durch dreimaligen Durchgang durch die 
French Press (1000 psi, 4°C, Aminco) aufgeschlossen. Intakte Zellen wurden durch 
Zentrifugation bei 3000 xg (10 min, 4°C) abgetrennt und die Zellwände durch 
Zentrifugation des ÜS bei 10000 xg (20 min, 4°C) erhalten.  
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Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml 0,1 M Tris-HCl, pH 8 mit 4% SDS und 4% 
Mercaptoethanol (EtSH) resuspendiert, in ein 1,5 ml Polypropylenreaktionsgefäß 
überführt und 15 min bei 16.000 xg zentrifugiert. Der ÜS wurde entfernt und im 
gleichen Puffer wieder suspendiert. Anschließend wurde die Suspension einmal im 
Ultraschallbad behandelt, einmal für 15 min auf 60°C erhitzt und das Waschen mit 
dem SDS-Puffer 3x wiederholt. Anschließend wurden SDS und EtSH durch 
fünfmaliges Waschen mit 0,1 M Tris-HCl, pH 8 entfernt und die Zellwandproteine 
durch Zugabe von 300 µl Trypsin (6 µg/ml, 37°C, ü.N., 850 rpm) verdaut. Die 
Suspension wurde 15 min bei 16.000 xg zentrifugiert und der ÜS vorsichtig 
abgenommen. Die Lösung wurde nach nochmaliger Zentrifugation in der Speedvac 
auf 30 µl eingeengt und entweder durch ZipTip-Microcolumns oder Mikro-HPLC 
aufgereinigt. Die Identifizierung der Proteine wurde durch MS/MS-Fragmentierung 
am Q-TOF II (Micromass) durchgeführt. 
 
2.2.8 Gewinnung listerieller Überstandsproteine 
 
50 ml über-Nacht-Kulturen von Listeria in BHI wurden zentrifugiert und die Pellets in 
der gleichen Menge Minimalmedium resuspendiert. Nach 6 h Adaption an das 
Medium (37°C, 180 rpm), wurden 400 ml Kulturen mit einer OD600=0,05 angeimpft 
und für 17 h bei 37°C unter ständigem Schütteln (180 rpm) inkubiert. Die Zellen 
wurden durch Zentrifugation am Ende der exponentiellen Phase bei einer OD600=1,1 
(L. monocytogenes) bzw. OD600=0,9 (L. innocua) geerntet (3000 xg, 10 min, 4°C). 
Nach Filtration (0,22 µm) wurde dem ÜS Phenylmethylsulphonylfluorid (PMSF, 0,2 
mM) hinzugefügt und die Lösung für 30 min mit 0,2 mg/mL Na-Deoxycholat bei 4°C 
inkubiert. Die Proteine wurden mit Trichloressigsäure (TCA) ü.N. bei 4°C inkubiert 
und somit gefällt. 
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Tabelle 2.4: In der Arbeit benutzte Zelllinien 







Hannover; ATCC: CCL-2.2 
Hep G2 Humane Hepatokarzinomzellen 
(Leber) 









2.3.2 Medien und Zusätze 
 
Standard-Medium 
Zu Dulbecco´s Modified Eagle Medium mit 1000 mg/L Glucose und 110 mg/L Na-
Pyruvat (Gibco BRL) wurden 10% FCS, 2 mM L-Glutamin (Flow Laboratories) und je 
50 U/ml Penicillin/Streptomycin (P/S) zugefügt. 
 
Hep G2-Medium 
Zu Dulbecco´s Modified Eagle Medium mit 4500 mg/L Glucose (Gibco BRL) wurden 
10% FCS, 2 mM L-Glutamin (Flow Laboratories) und je 50 U/ml 
Penicillin/Streptomycin (P/S) zugefügt. 
 
VA 13-Medium 
Zu DMEM mit 1000 mg/L Glucose und 110 mg/L Na-Pyruvat (Gibco BRL) wurden  
10% FCS (PAA-clone), 2 mM L-Glutamin (Flow Laboratories) und je 50 U/ml P/S 
zugefügt. 
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Infektionsmedium (IM) und Prä-Infektionsmedium (PIM): 
DMEM mit 1000 mg/L Glucose und 110 mg/L Na-Pyruvat ohne P/S-Lösung und FCS 
(IM) bzw. ohne P/S-Lösung aber mit FCS (PIM). 
 
Trypsin/EDTA-Lösung 
0,5 g/L Trypsin-EDTA mit 0,2 g/L EDTA (Gibco BRL) 
 
2.3.3 Stickstoffeinlagerung und Kulturbedingungen 
 
Vor der Stickstoff-Einlagerung wurden die Zellen auf 10 cm Zellkulturschalen (Nunc) 
bis zu 90% Konfluenz kultiviert. Die Zellen von zehn 10 cm-Schalen wurden durch 
Trypsin abgelöst, vereinigt und pelletiert (300 xg, 3 min). Das Pellet wurde in 5 ml 
Medium resuspendiert und anschließend wurde langsam auf Eis 5 ml 20% DMSO 
(v/v) in Medium zugetropft. Die Zellsuspension wurde zu jeweils 1 ml in Kryoröhrchen 
aliquotiert. Die Kryoröhrchen wurden über 24 h langsam auf –80°C gekühlt und dann 
in flüssigen Stickstoff eingelagert. Zur erneuten Kultivierung wurden die Zellen in 
einem 37°C-Wasserbad aufgetaut, in 5 ml kalten Medium aufgenommen, 
abzentrifugiert und in warmem Kulturmedium ausgesät. Die Inkubation erfolgte im 
Brutschrank (Former Scientific) bei 37°C in einer 7,5%igen (v/v) CO2-Atmosphäre.  
Zur mikroskopischen Beobachtung wurden einen Tag vor der Fixierung die Zellen auf 
vorbehandelten Deckgläschen kultiviert. Zur Beseitigung von störenden 
Verunreinigungen wurden die Deckgläschen in einer Lösung aus 40% Ethanol und 
60% konz. HCl gereinigt und anschließend mehrmals gründlich mit deion. H2O 
gewaschen. Nach dem Trocknen erfolgte die Sterilisation unter UV-Licht für 30 min. 
Anschließend wurden sie für 45 min mit 25 µg/ml Fibronektin-Lösung (Roche) 
beschichtet, wieder mehrmals mit PBS gewaschen und die Zellen auf die 
Deckgläschen pipettiert.  
 
2.3.4 Trypsinisieren und Passage 
 
Nachdem die Zellen eine Konfluenz von 80% erreicht hatten, wurden sie durch 
Abschaben (Caco-2, bzw. bei Proteinanalyse) oder enzymatisch (alle anderen 
Zelllinien), d.h. durch das Zerstören von Zell-Matrix-Verbindungen von dem Boden 
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der Kulturschale abgelöst, verdünnt und in einer neuen Kulturschale wieder 
ausgesät. 
Um Serumreste zu entfernen wurden die Zellen zunächst mit vorgewärmten PBS 
gewaschen und anschließend solange in Trypsin-EDTA-Lösung (GibcoBRL) 
inkubiert, bis sich die Zellen sichtbar abgerundet hatten. Daraufhin wurden sie mit 
einer Pipette abgelöst, vereinzelt, das Medium durch Zentrifugation (3 min, 300 xg) 
entfernt und die Zellen mit frischem, vorgewärmten Medium verdünnt und in einer 
neuen Kulturschale replattiert. 
 
2.3.5 Transfektion eukaryontischer Zellen  
 
Bei der Transfektion wird Plasmid-DNA oder generell Fremd-DNA in eine 
eukaryontische Zelle eingebracht. Im Komplex mit den Transfektionsreagenzien wird 
die Plasmid-DNA durch die Zellmembran in das Cytoplasma geschleust. Ein Teil der 
transfizierten DNA kann in den Zellkern gelangen und dort transient exprimiert 
werden. 
Die zu transfizierende DNA wurde durch Plasmidpräparation mit 
Anionenaustauschersäulen (Qiagen) aufgereinigt. Die Zellen wurden einen Tag vor 
der Transfektion so ausgesät, dass sie zum Transfektionszeitpunkt eine Konfluenz 
von 50-80% erreicht hatten. Dann wurden zu 96 µl serum-freien Medium 6 µl 
FuGENE 6-Transfektionsreagenz zugegeben und 5 min bei RT inkubiert. Diese 
Lösung wurde zu 2 µl DNA-Lösung (1 µg/µl) pipettiert, 15 min bei RT inkubiert und 
anschließend zu frischem Standardmedium in einer Kulturschale gegeben und durch 
vorsichtiges Schwenken gleichmäßig verteilt. Es folgte eine Inkubation im 
Brutschrank für 20 h. 
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2.4 Allgemeine biochemische Methoden  
2.4.1 Proteinfällungen 
 
Proteinfällungen wurden durchgeführt, um Proteinextrakte aufzukonzentrieren und 
von Salz- und Detergenz-Rückständen zu befreien. Während dieser Arbeit wurden 
bakterielle Proteinextrakte mit TCA, die Proteine aus eukaryontischen Zellextrakten 




Bei der TCA-Fällung macht man sich die geringe Löslichkeit der Proteine bei saurem 
pH zunutze. Zusätzlich wird das Gallensalz Deoxycholat, dass an Proteine bindet, als 
Fällungshilfe eingesetzt. Deoxycholat hat im neutralen Bereich eine sehr hohe 
Löslichkeit, im Sauren jedoch eine sehr geringe, weshalb es nach Zugabe der TCA 
ausfällt. 
Die Proteinlösungen wurden auf 4°C gekühlt. Anschließend wurde 
Natriumdeoxycholat (20 µg/ml) zugesetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe 
von 6% TCA erfolgte eine Inkubation über Nacht. Nach einer Zentrifugation (4.000-
16.000 xg, 4°C, 30 min) wurde der Überstand verworfen und das Pellet in Aceton  
(-20°C) resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 




Bei der Phenol-Fällung werden Verunreinigungen durch mehrmaliges Waschen mit 
Wasser in einem 2-Phasen-System abgetrennt. Die Proteinfraktion verbleibt in der 
Interphase, die DNA in der phenolischen und die RNA in der wässrigen Phase.  
Die nach der Zelllyse erhaltene Proteinlösung (~0,8 ml) wurde mit 0,7 ml eiskaltem, 
wassergesättigtem Phenol versetzt und für 10 min auf Eis inkubiert. Nach 10 min 
Zentrifugation (4°C, 16.000 xg), wurde die wässrige Phase abgenommen und 
verworfen. Anschließend wurden 0,7 ml H2O zugegeben, gut durchmischt und der 
Vorgang 3x wiederholt.  
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Nach der vierten Abnahme des Überstandes wurden 0,7 ml Aceton (-20°C) zugefügt 
und das Pellet abzentrifugiert. Der Rückstand wurde noch einmal mit Aceton 
gewaschen und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.  
 
2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Zur Bestimmung des Gesamtproteingehalts der Extrakte wurden jeweils 3x 10 µl 
einer Probe mit 200 µl Bradfordreagenz (Biorad, 1:5 verdünnt) (Bradford, 1976) in 
einer Mikrotiterplatte vermischt, 10 min bei RT inkubiert und bei 595 nm im 
SpectraMax 250 (Molecular Devices) gemessen. Mit Hilfe einer Standardeichreihe 
mit BSA in definierten Konzentrationen von 0,1 mg/ml bis 1 mg/ml wurde der 
Proteingehalt der Extrakte aus der Absorption errechnet. Hierfür wurde die Software 




Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli 
(Laemmli, 1970) wurde angewandt, um Proteine nach ihrer Größe aufzutrennen. Zur 
Durchführung wurde das Minigel-System von Biometra (85 x 65 x 0,5 mm) benutzt. 
Die Proben wurden vorher in  4x SDS-Probenpuffer (4% SDS; 4% Glyzerin, 0,4% 
EtSH, 0,1% Bromphenolblau, 30 mM Tris-HCl, pH 6,8) 10 min bei 95°C erhitzt. Als 
Molekulargewichtsstandard wurde der Prestained Protein Ladder 10-180 kDa Marker 
von Fermentas benutzt. Von der ready-to-use-Lösung wurden jeweils 4 µl/Spur 
aufgetragen. 
Die Elektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer (3 g/l Tris-Base, 14,4 g/l Glycin, 1% 
SDS). Die Proben liefen für 15 min bei 100 V in das Sammelgel ein, anschließend 
wurde die Spannung für ca. 1 h auf 160 V erhöht.  
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Trenngel (Angaben jeweils für 2 Mini-Gele): 
7,5%   10%   12% 
Bidest. H2O     7,4 ml   6,1 ml   5,1 ml 
1,5 M Tris-HCl, pH 8,8   3,8 ml   3,8 ml   3,8 ml 
Acrylamid/Bis (37,5:1)  3,8 ml   5 ml   6 ml 
10% SDS     150 µl   150 µl   150 µl 
TEMED     20 µl   20 µl   20 µl 
10% APS     50 µl   50 µl   50 µl 
 
Sammelgel (Angaben jeweils für 2 Mini-Gele): 
Bidest. H2O     6,1 ml 
0,5 M Tris-HCl, pH 6,8   2,5 ml 
Acrylamid/Bis (37,5:1)  1,5 ml 
10% SDS     100 µl 
TEMED     50 µl 








Um Gele mit einer geringen Gesamtproteinmenge anzufärben, wurde die 
Silberfärbung angewandt, die sehr sensitiv, aber nicht mit der massen-
spektrometrischen Analyse kompatibel ist.  
Die Silberfärbung wurde wie folgt durchgeführt: die Gele wurden ü.N. fixiert (30% 
EtOH, 10% AcOH), 45 min sensibilisiert (3 g/l K2S406, 41 g/l Na-Acetat, 30% EtOH) 
und 6x für je 10 min mit MilliQ H2O gewaschen. Anschließend wurden die Gele für 1-
2 h mit 0,2% Silbernitrat imprägniert, für 45 sec mit MilliQ H2O gewaschen und für 1-
30 min entwickelt (26 g/l Na2CO3, 0,03% Formaldehyd, 125 µl/l 10% Na2S2O3). Wenn 
die Proteinspots gut zu erkennen waren, wurde die Entwicklung gestoppt (40 g/l Tris-
Base, 20 ml/l AcOH). Gelagert wurden die Gele in Fixierlösung. 
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Kolloidal Coomassie-Färbung (Neuhoff-Färbung) 
Proteine in Gelen wurden mit kolloidalem Coomassie oder RuBPS angefärbt, da 
diese über eine bessere Linearität und massenspektrometrische Kompatibilität 
verfügen.  
Die kolloidale Coomassie-Färbung wurde nach Neuhoff (Neuhoff et al., 1988) 
durchgeführt. 800 ml der Neuhoff-Lösung A (10% (w/v) (NH4)2SO4, 2% (w/v) H3PO4) 
wurde mit 2 ml der Neuhoff-Lösung B (5% (w/v) Coomassie brillant blue G-250 in 
bidest. H2O) für mehrere Stunden kräftig geschüttelt. Vor Verwendung wurden 200 




Der fluoreszierende Farbstoff Ruthenium II tris (bathophenanthrolin disulfonat) ist ein 
Derivat des kommerziell erhältlichen SyproRuby-Farbstoffes nach Rabilloud 
(Rabilloud et al., 2001). Die Färbung ist ähnlich sensitiv wie die Silberfärbung, aber 
kompatibel mit der Massenspektrometrie. Die Gele wurden nach der Elektrophorese 
3 h oder ü.N. fixiert (30% EtOH, 10% AcOH) und 4x je 15 Minuten mit 20% EtOH 
gewaschen, um SDS- und Säurereste zu entfernen. 
Zur Färbung wurden 15 µl der nach Rabilloud et al. hergestellten Stammlösung in 
einen Liter 20%iges EtOH gegeben. Die Gele wurden über Nacht in der Färbelösung 
unter Lichtabschluß inkubiert und anschließend mit Fixier-Lösung entfärbt. Vor der 
Aufnahme wurden die Gele in 20% EtOH umgepuffert. Die Detektion wurde erfolgte 
am 2D-Gel-Scanner Molecular Imager FX mit dem Programm QualityOne 4.2.0 FX 
(BioRad). Die Gele wurden mit hoher Intensität und einer Auflösung von 100 µm 
eingescannt. Die Anregungsmaxima dieses Farbstoffes liegen bei 300 nm und 480 
nm, Emissionsmaximum bei 618 nm. 
 
ProQ-Färbung 
ProQ-Diamond ist ein Fluoreszenzfarbstoff der spezifisch an phosphorylierte 
Aminosäureseitenketten bindet (Martin et al., 2003). Dadurch lassen sich in 2D-
Gelen Phosphoproteine nachweisen. Da die Bindung des Farbstoffs nur an den 
Phosphogruppen erfolgt, werden hochphosphorylierte Proteine stärker gefärbt. Der 
Farbstoff ist MS-kompatibel und nach erfolgter Aufnahme kann das Gesamtprotein 
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mit RuBPS angefärbt werden. Anregungsmaximum des Farbstoffes ist bei 555 nm, 
Emmisionsmaximum bei 580 nm. 
Die Gele wurden nach Beenden des Laufs über Nacht in Fixierlösung gelegt. 
Anschließend wurden die Gele 4x je 15 min mit dest. H2O gewaschen und 
anschließend für 3 h unter Lichtabschluß bei RT auf dem Schüttler mit ProQ-Lösung 
(Molecular Probes) gefärbt. Entfärbt wurden die Gele für mind. 18 h mit der 
Entfärbelösung (20% 1,2-Propandiol, 50 mM Na-Acetat, pH 4). 
Die Detektion wurde erfolgte am 2D-Gel-Scanner Molecular Imager FX mit dem 
Programm QualityOne 4.2.0 FX (BioRad). Die Gele wurden mit mittlerer Intensität 
und einer Auflösung von 100 µm eingescannt. 
 
2.4.5 Semi-dry Blot 
 
Für den Proteintransfer von SDS-Polyacrylamid-Gelen auf Membranen wurde das 
Semidry-Elektroblot-Verfahren (Khyse-Anderson, 1984) verwendet.  
Die Übertragung der Proteine aus den SDS-Gelen erfolgte auf Polyvinylidendifluorid-
(PVDF) Membranen. Dazu wurde das Trenngel nach der SDS-PAGE für 5 min in 
Transferpuffer (14,3 g/l Glycin, 3 g/l Tris-Base, 0,1% SDS, 20% MeOH) äquilibriert. 
Eine Transfermembran von der Größe des Gels wurde für 1 min in Methanol aktiviert 
und dann für 2 min in Transferpuffer inkubiert. In dieser Zeit wurde Whatman-Papier, 
ebenfalls auf die Größe des Gels zugeschnitten, kurz in Transferpuffer getränkt und 
luftblasenfrei auf die Kathodenplatte der Transferkammer platziert. Darüber wurde 
das Gel und anschließend die Membran ebenfalls luftblasenfrei geschichtet. 
Zwischen das Gel und die Anodenplatte der Transferkammer wurde erneut in Puffer 
äquilibriertes Whatman-Papier gelegt. Der Transfer erfolgte für 1,5 h bei einer 
Stromstärke von 0,8-1 mA/cm2 Membranfläche. Nach Transferende wurde die 
Membran für den anschließenden immunologischen Nachweis von Proteinen 
weiterbehandelt. 
 
2.4.6 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen 
 
Während dieser Arbeit wurden ein InlB321-GST-Konstrukt überexprimiert und 
aufgereinigt. Die Versuche wurden entsprechend der Dissertation von M. Machner 
(Machner, 2002) durchgeführt. 
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2.5 Zweidimensionale Gelelektrophorese 
 
Die zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) (O'Farrell, 1975; 
Klose, 1975) wurde zur Auftrennung von Proteinextrakten angewandt. Für die 
isoelektrische Fokussierung (IEF) der Proteine in der ersten Dimension wurden 
immobilisierte pH-Gradienten (Bjellqvist et al., 1982) benutzt, in der zweiten 
Dimension, deren Laufrichtung um 90° versetzt war, eine SDS-PAGE (Laemmli, 
1970). 
 
2.5.1 Isoelektrische Fokussierung (1. Dimension) 
 
Bei der isoelektrischen Fokussierung werden Proteine aufgrund ihrer Nettoladung 
aufgetrennt. In einem Gelstreifen mit pH-Gradienten, an den ein elektrisches Feld 
angelegt ist, wandern Proteine, bis ihre Nettoladung null ist, d.h. sie ihren 
sogenannten isoelektrischen Punkt (pI) erreicht haben. Die Proteine werden also 
aufgrund ihrer Ladung aufgetrennt. 
Für die IEF wurden die Systeme der IPGphor und Multiphor II (Amersham) sowie 
Gelstreifen mit immobilisierten pH-Gradienten (Amersham) verwendet.  
 
Quell-Lösung: 
5,4 g Harnstoff und 1,5 g Thioharnstoff wurden in einer Lösung aus 8,5 ml MilliQ 
H2O, 1 ml Isopropanol und 0,5 ml Glyzerin gelöst und eine Spatelspitze des 
Ionenaustauschers Serdolit MB-1 zugefügt. Nach dem vollständigen Lösen des 
Harnstoffs wurde der Ionenaustauscher über einen Faltenfilter entfernt und 400 mg 
CHAPS, 2 mg Tris-Base, 46 mg DTT, sowie 1 Tablette Complete Mini 
(Proteaseinhibitoren von Roche) zugefügt (basierend auf: Hoving et al., 2002).  
 
Für die IEF wurden 18 cm-IPG-Streifen (Amersham) benutzt. Im Allgemeinen wurden 
300-1000 µg Protein nach Phenol- oder TCA-Fällung in 350 µl Quelllösung gelöst 
und 4,8 µl Ampholyte (Amersham) und 1 µl Bromphenolblau-Lösung zugefügt. Nach 
dem Lösen der Probe wurde diese vor dem Auftragen auf die IEF-Streifen bei 
100.000 xg für 30 min (20°C) zentrifugiert, um unlösliche Bestandteile abzutrennen. 
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Wenn für die IEF die Multiphor benutzt wurde, wurden die Streifen für 24 h bei RT mit 
der Proteinlösung rehydriert. 
Für die Multiphor und IPGphor wurden folgende Spannungsgradienten benutzt: 
 
Tabelle 2.5: Spannungsgradient IPGphor (20°C, ~200 kVh) 
Rehydration 30 V 14 h Step-n-hold 
Step 1 100 V 3 h Gradient 
Step 2 300 V 3 h Gradient 
Step 3 3000 V 3 h Gradient 
Step 4 5500 V 1 h Gradient 
Step 5 5500 V 20 h Step-n-hold 
Step 6 8000 V 2 h Gradient 
Step 7 8000 V ∞ Step-n-hold 
 
Tabelle 2.6: Spannungsgradient Multiphor (20°C, ~150 kVh) 
Step 1 150 V 150 Vh 
Step 2 150 V 300 Vh 
Step 3 600 V 3600 Vh 
Step 4 1500 V 6 kVh 
Step 5 3500 V 15 kVh 
Step 6 3500 V ∞ 
 
2.5.2 Äquilibrierung  
 
Die fokussierten Streifen wurden nach der IEF mit der Gelseite nach oben in ein 
Kunststoffgefäß gelegt und für 10 min in Äquilibrier-Lösung (6 M Harnstoff, 30% 
Glycerin, 2% SDS, 50 mM Tris-HCl pH 8.8) mit 1% DTT inkubiert. Die Zugabe von 
DTT erfolgte, um die Disulfidbrücken der Proteine zu reduzieren. Anschließend 
wurden die Gelstreifen für 10 min in Äquilibrier-Lösung mit 4,8% Iodacetamid 
inkubiert, wobei die Cysteine carboxymethyliert werden. Durch die 
Carboxymethylierung wird eine Oligomerisierung durch Disulfidbrückenrückbildung 
der Proteine verhindert und eine bessere Auftrennung nach dem Molekulargewicht in 
der SDS-PAGE ermöglicht (Gorg et al., 2000). 
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2.5.3 SDS-PAGE (2. Dimension) 
 
Die Proteine werden bei der Elektrophorese mit SDS beladen und erhalten dadurch 
eine negative Gesamtladung. Im elektrischen Feld wandern die Proteine durch das 
Polyacrylamid-Gel je nach Molekülgröße und werden somit ähnlich ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt.  
Zur Durchführung der 2. Dimension wurden Geräte des Iso-Dalt Systems 
(Amersham) und SDS-Polyacrylamidgele mit einer Abmessung von 20 x 18 cm 
verwendet. In dem Dalt Multiple Gel Caster (Hoefer/Amersham) wurden 10-15%ige 
SDS-Gradientengele von 1,5 mm Dicke gegossen. Der verwendete 
Gradientenmischer (Hoefer/Amersham) wurde mit folgenden Lösungen gefüllt: 
 
Polyacrylamidgele 
     leichte Lösung (10%)  schwere Lösung (15%) 
Acrylamid (37,5:1)   357,14 ml   535,71 ml 
1,5 M Tris-HCl pH8,8   275,00 ml   275,00 ml 
deion. Wasser   443,98 ml   184,37 ml 
Glycerin             0 ml     88,00 ml 
10% APS           11 ml         5,5 ml 
10% TEMED        1570 µl         420 µl 
 
Die Gele wurden erst mit wassergesättigtem n-Butanol und nach begonnener 
Polymerisierung mit SDS-Laufpuffer überschichtet und konnten ü.N. bei RT 
auspolymerisieren. Gelagert wurden die Gele in 375 mM Tris-HCl pH 8,8, 0,1% SDS 
bei 4°C. 
Zum Starten der 2. Dimension wurden die IPG-Streifen auf das SDS-Gel gelegt und 
mit 1%iger Agarose (low EEO, Biomol; in Laufpuffer und mit einer Spatelspitze 
Bromphenolblau), eingegossen. Nach 30minütigem Einlaufen der Proteine bei 70 V, 
wurden diese bei 10°C für ca. 20 h bei 120 V aufgetrennt bis die Lauffront das 
Gelende erreichte. 
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2.6 Massenspektrometrie 
 
Die massenspektrometrische Analyse wurde sowohl zur Identifizierung der Proteine 
aus 2D-Gelen als auch zur Identifizierung von Proteinen aus Gemischen bzw. nach 
Auftrennung über eine HPLC eingesetzt.  
 
2.6.1 MS-Probenvorbereitung nach 2D PAGE  
 
Für die Probenvorbereitung der Proteine aus 2D-Gelen wurde eine leicht 
abgewandelte Vorschrift von Shevchenko et al. verwendet (Shevchenko et al., 2000). 
Die ausgestochenen Proteinspots wurden bei Raumtemperatur mit Wasser 
gewaschen, anschließend mit Acetonitril (ACN) dehydriert und mit 50 mM NH4HCO3 
rehydriert. Nach erneuter Dehydrierung durch ACN wurden die Gelstücke mit 
Trypsinlösung 2 µg/ml (sequencing grade, Promega) rehydriert und ü.N. bei 37°C 
inkubiert.  
Die Peptide wurden aus den Gelstücken mit 15 µl 50 mM NH4HCO3 gefolgt von 30 µl 
ACN und 30 µl 5%iger Ameisensäure (FA) gefolgt von 30 µl ACN extrahiert. Die 
Extrakte wurden vereinigt und in einem Vakuumkonzentrator auf 15 µl reduziert bzw. 




Bei der Guanidierung erfolgt eine Modifikation der Lysine in Peptiden zu 
Homoargininen. Hierdurch erhöht sich die Gasphasenbasizität der Aminosäurereste 
und die Ionisierungseffizienz durch MALDI wird erheblich verbessert (Brancia et al., 
2000). Des weiteren ist die Guanidierung Teil des Mass-Coded Abundance Tags 
(MCAT) (Cagney et al., 2002).  
Die eingetrockneten Peptide wurden in 20 µl 50 mM NH4HCO3 aufgenommen, 20 µl 
frisch angesetztes OMI (0,5 M o-Methylisoharnstoff mit Ammoniaklösung auf pH 10 
eingestellt) zugegeben und für 1 h bei 37°C inkubiert. Die guanidierten Peptide 
wurden wiederum im Vakuumkonzentrator eingetrocknet. 
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2.6.3 Aufreinigen und Entsalzen der Peptide 
 
Um Peptidproben aufzureinigen und zu entsalzen, wurden Pipettenspitzen 
verwendet, die C18-Reversed-Phase-Material enthalten (Ziptips, Millipore). Die 
Benutzung erfolgte ähnlich der Vorschrift des Herstellers. Die Spitzen wurden 5x mit 
10 µl 65% MeOH/0,1% Ameisensäure (FA) gewaschen, 5x mit 10 µl 0,2% 
MeOH/0,1% FA äquilibriert und anschließend die Peptide durch mehrmaliges 
Aufsaugen an das Säulenmaterial gebunden. Die Probe wurde durch 10maliges 
Waschen mit 0,2% MeOH/0,1% FA gereinigt und mit 1-4 µl 65% MeOH/0,1% FA 
eluiert.  
 
2.6.4 Proteinidentifikation durch MALDI-TOF MS 
 
Bei der MALDI-TOF MS werden die Peptide mit einer organischen Matrix kristallisiert 
und durch 3 Nanosekunden kurze Pulse eines N2-Lasers verdampft, in der Gasphase 
ionisiert und anschließend durch einen Flugzeitmassenspektrometer identifiziert 
(siehe Einleitung). Das während der Arbeit verwendete Gerät war ein Ultraflex 
TOF/TOF (Bruker-Daltonics, Bremen). Die Proben wurden entweder auf Stahl- oder 
Ankertargets aufgetragen. Ankertargets besitzen eine kleine hydrophile Region, auf 
der sich der Tropfen zusammenzieht und die Peptide sich anreichern, wodurch die 
Sensitivität erhöht wird.  
1 µl der Probe wurde auf das Target pipettiert und anschließend mit 1 µl einer 
gesättigten Lösung von α-Cyano-Hydroxyzimtsäure in 40% ACN/0,1% TFA 
gemischt. Nach dem Trocknen wurden die Kristalle visuell überprüft und 
gegebenenfalls mit 40% ACN/0,1% TFA umkristallisiert. Anschließend wurde das 
Target in den Massenspektrometer eingeschleust. 
Die TOF-Spannung des Massenspektrometers betrug 25 kV, die des Reflektrons 
26,3 kV. Der N2-Laser hat eine Wellenlänge von 337 nm und eine Pulslänge von 3 ns 
bei einer Schussfolge von 50 Hz. Es wurden von jeder Probe 200 Schuss 
aufsummiert, wobei nach 20 Schuss der Laserpunkt verschoben wurde. Als Standard 
wurde der Pepmixstandard von Bruker verwendet, der aus Angiotensin 1, 
Angiotensin 2, Substance P, Bombesin, ACTH(1-17), ACTH(8-39) und Somatostatin 
besteht. 
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Wurden Fragmentationsdaten gebraucht, wurden Peptidmassen ausgewählt und 
mittels der LIFT-Technik diese Peptide einer Dissoziation unterworfen. Die 
Ionisierungsspannung betrug in diesen Fällen 8 kV, die LIFT-Spannung 20 kV und 
die Reflektorspannung 29,2 kV. Es wurden von jeder Probe 1000 Schuss 
aufsummiert, wobei nach 50 Schuss der Laserpunkt verschoben wurde. 
 
2.6.5 Proteinidentifikation durch ESI-Q-TOF MS 
 
Proben für die Analyse mittels Electrospray-Ionisierung Quadrupol-Time-of-Flight 
(ESI Q-TOF) Massenspektrometrie wurden in 65% MeOH/0,5% FA gelöst. Wenige 
Mikroliter der Lösung wurden in Gold/Palladium-beschichtete Glasnadeln der Firma 
Proxeon Biosystems eingebracht und diese an einem Q-TOF 2 Massenspektrometer 
(Micromass, Manchester, UK) analysiert. Die Kapillarspannung betrug 0,9 bis 1,3 kV, 
die TOF-Spannung 9,1 kV, die Reflectron-Spannung 35,35 kV und die 
Multichannelplate (MCP)-Spannung 2,3 kV. Als Kollisionsgas diente Argon. 
 
2.6.6 Proteinidentifikation durch HPLC-MS  
 
Bei der HPLC-MS werden Proteingemische über eine Reversed-Phase 
Flüssigkeitschromatographie aufgetrennt und direkt in den Massenspektrometer 
geleitet. Die HPLC bestand aus der Ultimate (Dionex) mit einem Famos Micro-
Autosampler (Dionex). Vor der Hauptsäule (PepMap C18; Partikelgröße 100 Å; Ø 75 
µm; Länge 15 cm) war eine Vorsäule zur Vorreinigung angeschlossen (C18; 
Partikelgröße 300Å; Ø 300 µm; Länge 5 mm). Die Flussrate über die Vorsäule betrug 
30 µl/min, über die Trennsäule 200 nl/min. Laufmittel für die Vorsäule war 0,1% TFA 
in Wasser, Laufmittel für die Trennsäule war 5% ACN/0,1% FA in MilliQ Wasser (A) 
und 80% ACN/0,1% FA in MilliQ Wasser (B). Der Gradient war linear von 0 auf 60% 
B in 120 min. 
Bei der HPLC-gekoppelten MS wurden am Q-TOF2 (Micromass) folgende 
Einstellungen benutzt: Übersichtsspektren von 400-1300 m/z und MS/MS von 50-
2000 m/z; Kapillarspannung 1,5 kV; Cone-Spannung 35 V; Quellentemperatur 80°C; 
Desolvationstemperatur 250°C. Die übrigen Einstellung waren entsprechend der ESI-
Q-TOF-MS-Messungen (Kapitel 2.6.5). 
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2.6.7 Auswertung der Massenspektren 
 
Je nach Art des Massenspektrometers wurden die Massenspektren mit 
unterschiedlichen bioinformatischen Methoden ausgewertet. Alle Suchanfragen 
wurden gegen die in der Listeriendatenbank ListiList enthaltenen Genome bzw. das 
Humangenom von NCBI an den GBF-internen Mascot-Server (Matrixscience) 
(Perkins et al., 1999) geschickt. Bei der Analyse mit Mascot wurde ein möglichst 
hohe Massengenauigkeit, üblicherweise 50 oder 100 ppm, als feste Modifikation 
Carbamidomethylierung (bei Proben aus 2D-Gelen) und als variable Modifikationen 
Oxidation von Methionin sowie die Phosphorylierung von Serin-, Threonin- und 
Tyrosinresten eingestellt. Für eine erfolgreiche Identifikation war ein 'Mowse-Score' 
des Mascotprogramms von 70 erforderlich. Bei niedrigeren Scores wurden die 
Analysen manuell überprüft. 
MALDI Peptidfingerabdruck-Spektren und LIFT-Fragmentationsdaten wurden durch 
die Software Biotools und Flex-Analysis (Bruker Daltonics) ausgewertet. Bei 
Zuordnung und Bewertung der Spektren verwendet die Software den Algorithmus 
von Mascot (Matrixscience). 
MS-Spektren, die vom Q-TOF Massenspektrometer erhalten wurden, wurden mittels 
der beigefügten Software MassLynx ausgewertet. MS/MS-Spektren wurde 
automatisiert mittels Sonar (Proteometrics) oder manuell mittels Peptidesequencing 
von Biolynx/Masslynx und anschließender BLAST-Suche gegen das entsprechende 
Genom ausgewertet. 
Die Massenspektrometrie-Daten von LC-MS/MS umfassen sehr viele Spektren. 
Daher wurden die Spektren in Textdateien (sogenannte .pkl-Dateien) umgewandelt 
und anschließend zur automatisierten Suche gegen den Mascot-Server geschickt 
werden. Um eine Massengenauigkeit von besser als 50 ppm für die Peptid-('Mutter')-
Ionen zu erhalten, wurden die positiven Identifikationen des ersten Suchlaufes zur 
nachträglichen Kalibrierung durch einen iterativen Kalibrierungsalgorithmus benutzt. 
Zur weiteren Analyse wurden nur Peptide mit einem Rang von 1 als signifikant 
angesehen. Identifikationen mit geringem Mowse-Score wurden entweder verworfen 
oder manuell verifiziert.  
Daten der LC-MS/MS-Läufe der sekretorischen Proteine wurden in die LEGER- 
Proteom-Datenbank (http://leger.gbf.de) (G. Dieterich et al., in Vorbereitung), die 
statische Daten der Genome von L. monocytogenes und L. innocua enthält, 
eingegeben und ausgewertet. 
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2.6.8 Diskontinuierliche Expressionsanalyse (DEA) 
 
Durch die in unserem Labor entwickelte Diskontinuierliche Expressionsanalyse 
(DEA) können die relativen Mengen einzelner Proteine in niedrig komplexen 
Gemischen zueinander bestimmt werden. Hierzu werden Proteingemische (wie. z.B. 
das Sekretom von Listeria) in 4 unterschiedlichen Mengen (50, 100, 200, 400 ng) 
mehrmals mittels LC-MS/MS aufgetrennt und identifiziert. Für die relative 
Quantifizierung werden die niedrigsten Konzentrationen, bei denen das Protein in 
den unterschiedlichen Stämmen identifiziert wird, gegenübergestellt. Ist 
beispielsweise ein Protein im Stamm A bei allen Experimenten bis 50 ng identifiziert 
worden, aber im Stamm B nur bei den Experimenten mit 400 ng, ist die relative 
Expression zwischen den beiden Stämmen für dieses Protein >8. 
DEA wurde zur Expressionsbestimmung von Überstandsproteinen von L. 
monocytogenes wt und ∆prfA benutzt. Es wurden Proteine aus 4 unabhängigen 
Ansätzen, wie unter Kapitel 2.2.8 beschrieben, erhalten. Die Proteinpellets wurden in 
50 mM NH4HCO3 gelöst und mittels Bradford-Reagenz (Bradford, 1976) auf 1 mg/ml 
eingestellt. Die Proteine wurden ü.N. durch Trypsin (sequencing grade, Promega, im 
Verhältnis 50:1) bei 37°C verdaut und mit 0,1% TFA auf die endgültige Konzentration 
verdünnt. 
10 µl jeder Probe (50-400 ng) wurden auf der nano-HPLC aufgetrennt und mittels 
eines Q-TOF 2 Massenspektrometers analysiert (siehe Kapitel 2.6.6). 
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2.7 Immunologische Arbeiten 
2.7.1 Antikörper 
 
Serumüberstände wurden unverdünnt angewendet, aufgereinigte Antikörper wurden 
in 1% BSA in PBS angesetzt. 
 
Tabelle 2.7: Monoklonale primäre Antikörper (Serumüberstände) 
Bezeichnung Isotyp Antigen Referenz 
IC100F4 Maus IgG Internalin B J. Wehland, GBF 
IC199B10 Maus IgG Internalin B J. Wehland, GBF 
IC52G9 Maus IgG Internalin B J. Wehland, GBF 
IF32F8 Maus IgG Internalin B J. Wehland, GBF 
IF72G11 Maus IgG Internalin B J. Wehland, GBF 
 
Tabelle 2.8: Sekundäre Antikörper 
Bezeichnung Verdünnung Spezifizierung 
A4a 1:1000 Ziege-anti-Maus-IgG-Peroxidase-Konjugat (Dianova) 
A12c 1:1000 Ziege-anti-Maus-IgG-Alexa488-Konjugat (Mobitec) 
A13c 1:1000 Ziege-anti-Maus-IgG-Alexa594-Konjugat (Mobitec) 
B4c 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Peroxidase-Konjugat (Dianova) 
B12c 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Alexa488-Konjugat (Mobitec) 
B13c 1:1000 Ziege-anti-Kaninchen-IgG-Alexa594-Konjugat (Mobitec) 
G7c 1:100 Esel-anti-Ziege-IgG-Cy3-Konjugat (Dianova) 
 
Tabelle 2.9: Polyklonale Antikörper 
Bezeichnung Spezifität aus Herkunft/Referenz 
α-Listeria-Antikörper K52 Intrazelluläre Listeria Kaninchen J. Wehland, GBF 
α-ActA-Antikörper ActA Kaninchen K. Niebuhr-Ebel, GBF 
α-Stathmin Humanes Stathmin Kaninchen Sigma 
α-HGF (biotinyliert) Humanes HGF Ziege R&D Systems 
α-PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase Kaninchen Upstate 
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Tabelle 2.10: Sonstige Lösungen für die Immunfluoreszenz 










Hoechst33258 1:1000 Bisbenzimid DNA Sigma 
 
2.7.2 Immundetektion und Chemolumineszenz 
 
Die Detektion auf PVDF-Membran-geblotteter Proteine erfolgte durch Antikörper. Im 
ersten Schritt binden spezifische Antikörper an das zu untersuchende Protein und 
anschließend Peroxidase-gekoppelte Sekundär-Antikörper an die Primärantikörper. 
Durch die Peroxidaseaktivität wird nach Zugabe von entsprechenden Lösungen in 
Anwesenheit von H2O2 Luminol oxidiert. Bei diesem Prozess wird Licht freigesetzt, 
das über einen Röntgenfilm oder eine CCD-Kamera sichtbar gemacht werden kann. 
Die Membran wurde nach dem Transfer für 1 h mit Blockierlösung (5% (w/v) 
Magermilchpulver in TBS) bei RT abgesättigt, und anschließend bei 4°C ü.N. mit 
dem primären Antikörper in Blockierlösung inkubiert. Zur Entfernung der 
ungebundenen primären Antikörper wurde die Membran nachfolgend für je 10 min 
mit TBS-T, TBS-T mit 0,5 M NaCl, TBS-T mit 0,5% Triton-X 100 (v/v) und TBS-T 
gewaschen. Anschließend wurde für 1 h bei RT mit dem sekundären, in 
Blockierlösung verdünnten Antikörper inkubiert. Nach Entfernung ungebundener 
sekundärer Antikörper durch Waschen mit TBS-T erfolgte die Nachweisreaktion. 
Hierzu wurde das Peroxidase-Substrat (Lumi-Light Western Blotting Substrate, 
Roche) den Angaben des Herstellers entsprechend angesetzt. Die gewaschene 
Membran wurde für ca. 1 min bei RT mit der proteintragenden Seite nach oben mit 
Substrat benetzt und die Chemolumineszenz mittels einer CCD-Kamera (Fuji LAS-
1000 von Raytest) in einer Dunkelkammer (Intelligent Dark Box, Fuji) aufgenommen.  
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2.7.3 Immunfluoreszenzmikroskopie fixierter Zellen 
 
Bei der Fluoreszenzmikroskopie werden spezielle Fluoreszenzfarbstoffe 
(Fluorophore) an Proteine oder andere Zellbestandteile gekoppelt. Durch Anregung 
mit einer definierten Wellenlänge emittieren diese Farbstoffe Licht mit einer längeren 
Wellenlänge, sie fluoreszieren. Durch Fluoreszenzmarkierung von Proteinen ist es 
möglich, die räumliche und zeitliche Lokalisation der markierten Zellbestandteile in 
lebenden oder fixierten Zellen zu bestimmen. 
Bei der indirekten Immunfluoreszenz fixierter Zellen erfolgte die Visualisierung der 
Proteine entweder durch Protein-Fluorophor-Konjugate oder durch die Bindung eines 
primären Antikörpers, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierten 
Sekundärantikörper sichtbar gemacht wird. Durch die Bindung mehrerer 
Sekundärantikörper an einem primären Antikörper wird eine hohe Sensitivität 
erreicht, deren Prinzip auch in quantitativen Methoden genutzt wird (z.B. ELISA).  
Für Immunfluoreszenzaufnahmen wurden einen Tag vor der Fixierung die Zellen auf 
vorbehandelten 12 mm Deckgläschen in 24-Loch-Schalen (Nunc) mit je 1 ml 
Kulturmedium kultiviert.  
Zur Fixierung der Zellen wurden diese einmal mit PBS gewaschen und 20 min mit je 
1 ml 4% Paraformaldehyd bei Raumtemperatur inkubiert, welches die Proteine 
vernetzt. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und für 1 min bei 
Raumtemperatur mit 0,1%igem Triton X-100 permeabilisiert. Anschließend wurden 
die Zellen erneut 2x mit TBS gewaschen. Für die folgende 
Antikörperhybridisierungen wurden die jeweiligen Lösungen auf ein Stück Parafilm 
getropft und die Deckgläschen mit der zelltragenden Seite daraufgelegt. Die Zellen 
wurden zum Abblocken der unspezifischen Bindungsstellen auf 15 µl 1% BSA-
Lösung für 15 min inkubiert. Nach Waschen der Deckgläschen mit TBS erfolgte eine 
Inkubation für 30 min mit 15 µl einer Lösung des Erstantikörpers. Durch zweimaliges 
Waschen mit TBS wurden überschüssige Antikörper entfernt und anschließend mit 
15 µl des Sekundärantikörpers und Phalloidin für 30 min inkubiert. Wieder wurde 2x 
mit TBS gewaschen und die Zellkerne durch 10minütiges Inkubieren mit 15 µl einer 
Hoechst33258-Lösung (Sigma) angefärbt. Die Deckgläschen wurden 3x in TBS 
gewaschen, auf 2 µl Mowiol/10% N-propyl-Gallat auf einen Objektträger gelegt, 
überschüssige Flüssigkeit entfernt und 1 Stunde bei 37°C getrocknet. Die Lagerung 
erfolgte im Dunkeln bei 4°C. 
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2.7.4 Geräte für die Immunfluoreszenzmikroskopie 
 
Es wurde ein Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 135 TV (Carl Zeiss) mit regelbarer 
100 W Quecksilberhochdruckdampflampe (AttoArc System, Carl Zeiss) und manuell 
oder durch Software kontrollierbarem Filterrad verwendet; durch Optovar-Linsen ließ 
sich die Gesamtvergrößerung um das 1,6fache bzw. 2,5fache erhöhen. 
Als Objektive wurden Plan-Apochromat- und Plan-Neofluar-Immersionsölobjektive 
(Carl Zeiss) mit 100x (1,3 NA) bzw. 40x (1,4 NA) Vergrößerung sowie ein 
Immersionsöl (Carl Zeiss) mit einem Brechungsfaktor von 1,518 verwendet. 
Die Regelung der Beleuchtung durch elektrisch aktivierbare Schnellverschlüsse 
("Shutter") (UniBlitz Modul D 122 Shutter-Driver, Visitron Systems) waren manuell 
oder Software-unterstützt. 
Zur Aufnahme wurde eine auf –25°C gekühlte Charged-Coupled-Device-Kamera 
(TE/CCD-1000 TKB, Princeton Instruments Inc.) mit elektronisch aktivierter 
Kontrolleinheit und Verschluss benutzt. 
Die Aufnahmekontrolle, die Kontrolle der Schnellverschlüsse, die Kamerasteuerung 
und die Bildverarbeitung erfolgte mit der IPLab Spectrum Scientific Imaging Software 
an einem Apple Macintosh 9500/200. Die weitere Bildverarbeitung für die 
Präsentation erfolgte mit Adobe Photoshop 6.0. 
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2.8 Analyse der Wirtszellantwort auf listerielle Invasion 
2.8.1 Infektion von eukaryontischen Zellen mit Listeria monocytogenes 
 
25 ml BHI-Medium wurden mit 1,5 ml einer ü.N.-Kultur Listerien angeimpft. Nach 2,5 
h Wachstum wurde 1 ml der Kultur von OD600 = 1,0 abgenommen und die Zellen 
abzentrifugiert. Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen und in 1 ml 
Infektionsmedium (IM) resuspendiert.  
Humanen Zelllinien (HeLa, Caco2) wurden 2 Tage vor der Infektion in 10 cm 
Petrischalen umgesetzt und 24 h vor der Infektion mit P/S-freien Medium (PIM) 
versetzt. Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen und anschließend mit 10 ml IM 
überschichtet. Es wurden 10 µl der Bakteriensuspension zugegeben, die Bakterien 
verteilt, bei 250 xg (3 min, RT) auf die Zellen zentrifugiert und für 1,5 h bei 37°C 
inkubiert. Nach 1,5 h wurde das Medium abgenommen, 2x mit PBS gewaschen und 
neues PIM auf die Zellen gegeben. Dieser Vorgang wurde nach weiteren 1,5 h 
wiederholt.  
Zur Zellernte wurden die Zellen mit PBS gewaschen und in 5 ml PBS abgeschabt. 
Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (300 xg, 3 min, RT), der Überstand abgesaugt 
und das Zellpellet anschließend mit Phosphatase-hemmenden Lysispuffer (1% 
Igepal CA 630, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 10 mM NaF, 10 mM Tris-
HCl pH 7,5, 1 Tablette Mini-Complete Protease-Inhibitor Mix auf 10 ml) 
aufgeschlossen. 
 
2.8.2 Analyse der Wirtszellantwort nach Infektion mit Listeria monocytogenes 
 
Proteinextrakte der nach 2.8.1 behandelten Zellen wurden Phenol-gefällt (siehe 
2.4.1.2) und anschließend auf der Multiphor in der 1. Dimension aufgetrennt. Die 
Auftrennung in der 2. Dimension erfolgte auf 10-15%igen Polyacrylamid-Gelen.  
Die Gele wurden RuBPS-gefärbt (siehe 2.4.4.3), mit einer CCD-Kamera oder einem 
Fluoreszenz-Scanner aufgenommen und mittels Proteomweaver 2.0 (Definiens) 
ausgewertet. Wenn eine Phosphoproteomanalyse durchgeführt wurde, wurden die 
Gele vor der RuBPS-Färbung mit dem Phosphoprotein-Farbstoff ProQ angefärbt 
(siehe 2.4.4). 
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2.8.3 Analyse der Wirtszellantwort durch Puls-Chase Experimente 
 
25 ml BHI-Medium wurden mit 1,5 ml einer ü.N.-Kultur Listerien angeimpft. Nach 2,5 
h Wachstum wurde 1 ml der Kultur mit einer OD600=1,0 abgenommen und die Zellen 
abzentrifugiert. Die Zellen wurden 2x mit PBS gewaschen und in 1 ml Cystein- und 
Methioninfreiem DMEM resuspendiert.  
Zellkulturen von HeLa in 6-Loch-Platten wurden mit PBS gewaschen und mit 1 ml 
DMEM-Medium ohne Methionin und Cystein überschichtet. Anschließend wurden 10 
µl der Bakteriensuspension und entweder sofort oder nach 1,5 h 10 µl (~150 µCi) der 
radioaktiven L-[35S]-Methionin/Cystein-Mischung (Pro-Mix [35S]-in vitro cell labeling 
mix, Amersham) zugegeben. 
Nach 6 h Infektion wurden die Zellen gewaschen, abgeschabt und mit 30 µl 
Quelllösung aufgeschlossen. Zum Verdau der DNA wurden 1,5 µl Benzonase 
(Roche) zugesetzt.  
Nach erfolgter 2D-GE wurden die Gele zwischen Zellophan getrocknet und 3 Tage 
auf Phosphoimagerplatten (B-Screens, FujiFilm) gelegt. Anschließend wurden die 
Phoshoscreens mittels des Phosphoimager BAS-2500 (FujiFilm) aufgenommen. 
Die Auswertung der Audioradiogramme erfolgte durch manuelle Analyse mit den 
Programmen Proteomweaver 2.0 (Definiens) und AIDA (Raytest). 
 
2.8.4 Analyse der Wirtszellantwort nach Induktion mit Internalin B oder HGF 
 
HeLa-Zellen in 10 cm-Schalen wurden bis 70%iger Konfluenz angezogen und 
anschließend wurde ihnen für 24 h das Serum entzogen. Die Zellen wurden mit PBS 
gewaschen und für 5-30 min mit serum-freien Medium überschichtet. Für die 
Induktion mit HGF oder Internalin B wurden 1,5 nM HGF (Human, rekombinant, 
Sigma) bzw. 1,5 nM Internalin B321 zugegeben. Anschließend wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen, abgeschabt und für 3 min bei 200 xg abzentrifugiert. Die Zellen 
wurden in Lysispuffer (siehe Kapitel 2.8.1) aufgeschlossen und die Proteine mittels 
Phenol gefällt. Nach 2D-GE wurden die Proteine mittels semi-dry Blot auf PVDF-
Membranen transferiert und mit Antikörpern spezifische Proteine nachgewiesen. 
 





Nach 6 h Infektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und je 
Zellkulturschale (Ø 10 cm) 5 ml TRI Reagent (Sigma) zur sofortigen Zelllyse 
zugegeben Die Zelllysate wurden gründlich abgeschabt, in Falconröhrchen überführt 
und bei -70°C bis zur RNA-Isolierung gelagert. 
Die Zelllysate wurden aufgetaut und 15 min bei RT inkubiert. Je Ansatz wurden 10% 
BCP (Bromchlorpropan) zugegeben, kurz umgeschwenkt und erneut 15 min bei RT 
inkubiert. Die Phasengleichgewichtseinstellung erfolgte bei 3200 xg und 4°C für 45 
min. 
Die wässrige RNA-haltige Phase eines jeden Ansatzes wurde in ein 2 ml-
Eppendorfgefäß überführt und nach Zugabe von 1 ml Isopropanol je ml wässriger 
Phase und 1 µl LPA (linear polyacrylamid) je Ansatz erfolgte eine Inkubation bei RT 
für 15 min. Anschließend wurde bei 4°C und 12.000 xg für 30 Minuten zentrifugiert. 
Die Überstände wurden abgenommen und verworfen, die Gesamt-RNA-Pellets mit 1 





Die an die RNA-Isolierung anschließende Probensynthese (cDNA-Synthese, cRNA-
Synthese) und Genexpressionsanalyse wurde mit freundlicher Unterstützung von 
Tanja Töpfer und Robert Geffers (Bereich Mucosale Immunität, GBF) durchgeführt. 
Hierfür wurde der Human Genom-Chip HG_U133A (22215 Transkripte) der Firma 
Affymetrix eingesetzt. Die Probensynthese erfolgte nach dem „Technical Manual“ von 
Affymetrix. Die verwendete Instrumentierung und Analysesoftware (Microarray Suite 
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2.9.3 Auswertung der Genexpressionsanalyse 
 
Auf Affymetrix GeneChips wird der zu analysierende Sequenzabschnitt durch elf 25-
mer Oligonukleotide repräsentiert. Das zum analysierenden Sequenzabschnitt 
komplementäre Oligonukleotid (perfect match oligo, PM) wird direkt neben ein 
Oligonukleotid mit einer eingefügten Fehlpaarung an Position 13 (mismatch oligo, 
MM) synthetisiert und bildet mit ihm ein Sondenpaar (probe pair). Das MM 
symbolisiert den Hintergrund der spezifischen Hybridisierung, weshalb im Laufe der 
in silico Hybridisierungs-Analyse die Signalintensität des MM von der PM-
Signalintensität abgezogen wird. Alle Sondenpaare, die zusammen einen 
Sequenzabschnitt auf dem GeneChip repräsentieren, werden als Sondenset (probe 
set) bezeichnet. 
Die Auswertung der vergleichenden Expressionsanalysen wurden nach der Vorschrift 
"GeneChip®Expression Analysis-Data Analysis Fundamentals" 
(http://www.affymetrix.com) durchgeführt. Um signifikant regulierte Gene von nicht 
signifikant regulierten zu unterscheiden, wurde zunächst die Güte der einzelnen 
Messergebnisse eines jeden Transkripts bewertet.  
Hierzu wurde zuerst die Detektion der Transkripte verwendet. Bei dem Kriterium 
„Detection“ handelt es sich um eine qualitative Angabe, die eine Beurteilung darüber 
zulässt, ob ein Signal eines einzelnen Transkripts anwesend (P: present), marginal 
vorhanden (M) oder abwesend (A: absent) ist. Der Messwert „Detection“ wird sowohl 
für die Experimentprobe als auch für die Basisprobe durch einen „Detection“-
Algorithmus ermittelt, in den die Signalwerte der Oligonukleotid-Sondenpaare eines 
Transkript-Sondensets auf einem Mikroarray einfließen. Die Beurteilung, ob das 
Signal eines Sondenpaares als anwesend oder abwesend gewertet wird erfolgt 
durch den Messwert des Sondenpaarsignals (Discrimination-Score R). Liegt die 
Summe der Discrimination-Scores aller Sondenpaare eines Sondensets über einem 
vorgegebenen Schwellenwert τ (0,015), so wird das Signal als anwesend betrachtet. 
Dies wird mittels des „Detection p-Value“ ausgedrückt. Je höher die Summe der 
Discrimination-Scores eines Sondensets über τ liegt, desto niedriger ist der 
„Detection p-Value“ des Transkripts und desto höher die Wahrscheinlichkeit der 
Anwesenheit eines Signals. Bei p-Werten <0,04 gelten die Transkripte als anwesend 
(P), p-Werte zwischen 0,04 und 0,06 entsprechen einer marginalen Expression (M) 
und p-Werte >0,06 weisen ein Transkript als abwesend (A) aus. 
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In dieser Arbeit wurden Transkripte, für die keines der Sondenpaare den Wert 
'present' (<0,04) erreichte, aus der Analyse entfernt. 
 
Die Angabe „Change“ ist eine qualitative Aussage über das Ansteigen oder Abfallen 
der Genexpression eines einzelnen Transkripts der Experimentprobe in bezug auf 
die Basisprobe. Die Einteilung erfolgt hier in „Erhöhung“ (Increase: I), „geringe 
Erhöhung“ (Marginal Increase: MI), „keine Veränderung“ (No Change: NC), „Geringe 
Verminderung“ (Marginal decrease: MD) und „Verminderung“ (Decrease: D) der 
Genexpression der Experimentprobe im Vergleich zur Basisprobe. Die Festlegung 
erfolgt ähnlich wie bei dem Kriterium Detektion über einen „Change p-Value“ (P-
Wert), der durch Vergleich der Signalintensitäten der Hybridisierungen der 
Experimentprobe mit den korrespondierenden Signalintensitäten der Basisprobe 
erstellt wird. P-Werte <0,0025 geben eine erhöhte (I), p-Werte zwischen 0,0025 und 
0,003 eine kaum erhöhte (MI), p-Werte zwischen 0,003 und 0,997 eine nicht 
veränderte (NC), p-Werte zwischen 0,997 und 0,9975 eine kaum verminderte (MD) 
und p-Werte >0,9975 eine verminderte (D) Expression an. 
Für die weitere Analyse wurden nur Transkripte benutzt, für die die Software ein 
erhöhte (I) oder eine verminderte (D) Expression errechnet hatte. 
 
Der Wert „Signal Log Ratio“ schätzt quantitativ die Größenordnung und 
Richtungsänderung eines Transkriptes in der Experimentprobe im Vergleich zur 
Basisprobe ab. Hierfür wird der Logarithmus zur Basis 2 eingesetzt. Eine 
Hochregulation um den Faktor 2 entspricht einem Signal Log Ratio-Wert von 1, eine 
abfallende Regulation um den Faktor 2 einem Signal Log Ratio-Wert von -1.  
Für die weitere Analyse wurden nur Transkripte verwendet, die eine 
Mindeständerung von Faktor ±2 (entspricht Signal Log >1 und <-1) vorwiesen.  
 
Informationen über regulierte Transkripte wurden der Human Protein Reference 
Database (http://www.hprd.org) und der OMIM, der Online Mendelian Inheritance in 
Man-Datenbank der NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=OMIM 
&itool=toolbar), entnommen. 
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3. ERGEBNISSE 
 
3.1 Charakterisierung von kovalent-gebundenen Zellwandproteinen 
von Listeria monocytogenes 
 
Die Oberflächenproteine von Listeria monocytogenes können aufgrund der Art ihrer 
Oberflächenbindung in unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden. Die P60-
ähnlichen Proteine, Proteine mit GW-Modulen oder hydrophobem Anker sind über 
ihre C-Termini, die Lipoproteine über ihre N-terminalen Lipidmodifikation an die 
Oberfläche nicht-kovalent gebunden (Cabanes et al., 2002). Die einzigen bekannten 
Gruppen der kovalent-gebundenen Proteine sind die 41 LPXTG-Proteine und SvpA, 
das - wie erst kürzlich gezeigt - durch Sortase B an das Peptidoglycan gebunden 
wird (Bierne et al., 2004). Die LPXTG-Proteine sind von großem Interesse, da viele 
dieser Proteine an der Virulenz von Gram-positiven Bakterien beteiligt sind (für 
Übersichtsartikel siehe: Navarre and Schneewind, 1999).  
Das Enzym, das LPXTG-Proteine an die Zelloberfläche bindet, wurde 1999 bei 
Staphylococcus aureus identifiziert und Sortase A genannt (Mazmanian et al., 1999). 
Das membrangebundene Enzym Sortase A schneidet LPXTG-Proteine zwischen 
dem Threonin- und Glycin-Rest des LPXTG-Motivs und bindet den Threoninrest 
kovalent an die meso-Diaminopimelinsäure von Zellwandvorläufermolekülen (Dhar et 
al., 2000).  
Die in diesem Kapitel beschriebene Arbeit hatte zum Ziel, die hypothetische Funktion 
der listeriellen Sortase A, die Bindung der LPXTG-Proteine an die Zelloberfläche von 
L. monocytogenes, zu bestätigen. Hierfür stand eine srtA-Deletionsmutante von 
Hélène Bierne zur Verfügung (Bierne et al., 2002b).  
In ersten Experimenten wurde versucht, die LPXTG-Proteine im Überstand von 
Kulturen der ∆srtA-Mutante mittels 2D-Gelelektrophorese nachzuweisen, da ohne die 
Bindung an die Zellwand eine Freisetzung der Proteine erwartet wurde. Es konnten 
jedoch keinerlei zusätzlichen Proteinspots in 2D-Gelen von Kulturüberständen der 
srtA-Deletionsmutante erkannt werden (Daten nicht gezeigt). 
Daher wurde der Ansatz gewählt, die Zellwände von Listeria monocytogenes wt, der 
∆srtA- und der komplementierten ∆srtA-Mutante zu isolieren und mit harschen 
Bedingungen (4% SDS, 4% Mercaptoethanol) von nicht-kovalent gebundenen 
Proteinen zu reinigen. Die verbleibenden Proteine wurden mit Trypsin verdaut und 
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die Peptidgemische mit ESI-Q-TOF MS analysiert. Aufgrund der hohen Komplexität 
der Proben konnten durch Massenspektrometrie nur wenige Proteine identifiziert 
werden. Daher wurden in späteren Versuchen die Peptidgemische mittels einer µ-
HPLC fraktioniert und anschließend die einzelnen Fraktionen mit ESI-Q-TOF MS 
analysiert. Alle doppelt- und dreifach-geladenen Peptidionen wurden automatisch 
durch die Software ausgewählt und durch MS/MS fragmentiert, um eine möglichst 
hohe Abdeckung zu erhalten. Tabelle 3.1 zeigt die identifizierten Proteine im L. 
monocytogenes wt und in der ∆srtA-Mutante.  
 
Tabelle 3.1: Identifizierte Proteine in den Zellwandfraktionen von L. monocytogenes wt und 
  ∆srtA 
Protein Funktion/Ähnlichkeit wt ∆srtA 
InlA Internalin A, LPXTG-Motiv X  
Lmo0130 5'-Nukleotidase, LPXTG-Motiv X  
Lmo0514 Ähnlich zu Internalin, LPXTG Motiv X  
Lmo0880 Unbekannt, LPXTG-Motiv X  
Lmo1666 Cadherin und Hyalin Domäne, LPXTG-Motiv X  
Lmo2714 Unbekannt, LPXTG-Motiv X  
Lmo2185 SvpA, NEAr-Transporter X X 
Lmo2186 NEAr-Transporter X X 
Iap P60, invasion associated protein Iap X X 
Lmo2637 Unbekannt, Konserviertes Lipoprotein X X 
Eno Enolase X X 
Gap Glyceraldehyd 3-phosphate dehydrogenase X X 
GroEL Klasse I Hitzeschockprotein (chaperonin) GroEL X X 
Hup DNA-bindendes Protein HU X X 
Pgk Phosphoglycerat kinase X  
RpsC Ribosomal protein S3 X  
RpsJ Ribosomal protein S10 X X 
RpsM Ribosomal protein S13  X 
RplL Ribosomal protein L12 X X 
RpsH Ribosomal protein S8  X 
RpsL Ribosomal protein S12 X  
RpsP Ribosomal protein S16 X  
Tsf Translation Elongationsfaktor X  
TufA Translation Elongationsfaktor EF-Tu X X 
DnaK Klasse I Hitzeschockprotein DnaK X  
Lmo2828 Unbekannt  X 
Lmo2523 DNA-bindendes Protein  X 
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Insgesamt wurden im wt und in der ∆srtA-Mutante 27 Proteine identifiziert, von denen 
12 nur im wt und 4 nur in der srtA-Deletionsmutante detektiert wurden. Sechs der im 
wt identifizierten Proteine tragen ein LPXTG-Signal (InlA, Lmo0130, Lmo0514, 
Lmo0880, Lmo1666, Lmo2714). In der srtA-Deletionsmutante konnten keine LPXTG-
Protein nachgewiesen werden. Die Möglichkeit, dass die Peptidionen durch 
Ionensuppresion an den entsprechenden Massen versteckt blieben, wurde 
untersucht, indem MS/MS von Proben der ∆srtA-Mutante an jenen Massen 
durchgeführt wurde, bei denen im wt LPXTG-Proteine identifiziert worden waren. 
Trotzdem konnten in der ∆srtA-Mutante keinerlei LPXTG-Proteine nachgewiesen 
werden (Abb. 3.1). In der in trans mit srtA komplementierten Mutante ∆srtApPsrtA 
konnten auf diese Weise die entsprechenden LPXTG-Proteine nachgewiesen 
werden (Daten nicht gezeigt), was bestätigt, dass die Bindung dieser Proteinklasse 
von Sortase A abhängt. 
 
Abb. 3.1: ESI Q-TOF Massenspektren von tryptischen Peptiden kovalent-gebundener 
 Zellwandproteine von L. monocytogenes.  
Im Spektrum des wt (A) sind drei Peptidionen markiert, die nach MS/MS den LPXTG-
Proteinen Lmo0880 und Lmo0130 zugeordnet werden konnten. Im Spektrum von 
Zellwandproteinen einer ∆srtA-Mutante (B) sind die Peptide nicht vorhanden. 
 
Weitere durch MS nachgewiesene Proteine waren zumeist ribosomale Proteine, die 
vermutlich aufgrund ihrer Hydrophobizität schwer abzutrennen sind, sowie 
Chaperone, Glykolyse-Enzyme und Iap.  
Einzig die Anwesenheit von Lmo2185 und Lmo2186, die zueinander strukturell 
ähnlichen und in einem hypothetischen Operon angelegten NEAr-Transporter 
(Andrade et al., 2002), überraschte. Beide Proteine wurden durch viele Peptide und 
in großen Mengen nachgewiesen, tragen aber kein LPXTG-Motiv. Kürzlich wurde 
jedoch von Bierne et al. (Bierne et al., 2004) gezeigt, dass Lmo2185 (SvpA) von 
einer Sortase B an die Zellwand gebunden wird.  
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3.2 Charakterisierung der sekretorischen Proteine von Listeria 
monocytogenes 
 
Mikrobielle Proteine, die mit Wirtsproteinen interagieren, müssen aus dem Cytosol 
nach außen transportiert werden und anschließend entweder an die Zelloberfläche 
gebunden oder in die Umgebung sekretiert werden. Auch die Oberflächenproteine 
von Listeria spielen für die Pathogenität eine wichtige Rolle. Nach den kovalent-
gebundenen Proteinen (diese Arbeit, Kapitel 3.1), den Zellwand-assoziierten 
Proteinen (Schaumburg, 2003) und den Lipoproteinen (Baumgärtner, 2004) sind 
auch die sekretorischen Proteine ein Subproteom von großem Interesse. Vier der 
sieben primären Virulenzfaktoren des Virulenzgenclusters und der Internaline, Hly, 
PlcA, PlcB und Mpl, werden sekretiert. Durch die Untersuchung des Sekretoms, des 
Überstands der bakteriellen Kultur, mittels Proteommethoden konnten Proteine 
identifiziert werden, die eine mögliche Beteiligung an der Virulenz von Listeria 
monocytogenes haben.  
 
Bioinformatische Vorhersage der Sekretionssignale 
 
Eine korrekte Vorhersage, ob ein Protein sekretiert wird oder nicht, ist schwierig. 
Zwar sind eine Reihe von Computerprogrammen, die auf den bekannten 
experimentellen Ergebnissen basieren, für die Vorhersage von Signalpeptiden (SP) 
öffentlich zugänglich, aber alle führen auch zu falsch-positiven und falsch-negativen 
Vorhersagen (Menne et al., 2000). Während der Annotation des Genoms von Listeria 
monocytogenes durch das Europäische Listeria Genom Konsortium wurde das 
Programm SignalP verwendet. SignalP ist zwar den anderen Programmen in der 
Vorhersage der nicht-sekretorischen Proteine überlegen, jedoch bei der Vorhersage 
der sekretorischen Proteine unterlegen (Menne et al., 2000). Hinzu kommt, dass die 
Vorhersage der Signalpeptide auf die ersten 70 AS beschränkt ist und 
Transmembran-Domänen (TMD) ignoriert werden. Deshalb wurde in 
Zusammenarbeit mit Uwe Kärst (GBF, Braunschweig) eine verbesserte Signalpeptid-
Vorhersage mit 7 verschiedenen öffentlich zugänglichen Programmen durchgeführt 
(Trost et al., im Druck).  
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Für die Vorhersage wurden alle kodierenden Sequenzen (coding sequences, CDS) 
des listeriellen Genoms mittels zwei SignalP-Programmen (Heijne's weight matrix 
method (HMM) und neural network (NN) von SignaIP 2.0.b2) untersucht und die 
erhaltenen CDS anschließend mit fünf weiteren Programmen (SigCleave, Sosui 
Signal beta, PSort I, iPSort, AnTheProt) analysiert (für Referenzen siehe Webseiten-
Referenzen). CDS bzw. deren jeweiligen Proteine, die von mindestens 3 von den 7 
Programmen als sekretiert vorhergesagt wurden, wurden einer weiteren Analyse 
unterzogen. Diese 525 CDS, die in Klassen 7-3 eingeteilt wurden (je nach Anzahl der 
Programme, die eine Sekretion vorhersagten), wurden weiter unterteilt in Gene, die 
einerseits für integrale und assoziierte Membranproteine (255) und andererseits für 
exportierte Proteine (270) kodieren (Tabelle 3.2). Diese wiederum wurden unterteilt in 
oberflächengebundene und sekretorische Proteine. 132 Proteine mit bekannten 
Retentionssignalen wie Lipoproteine, Proteine mit hydrophoben Ankern, LPXTG-
Signalen, GW-Modulen oder P60-ähnliche Proteine wurden als 
oberflächengebunden markiert. Von den restlichen 138 putativ sekretierten Proteinen 
widersprach für 17 Proteine die Annotation einer Sekretion. Mit diesem Ansatz 
konnten somit 121 Proteine als vermutlich sekretiert vorhergesagt werden (Tabelle 
3.2, Anhang Tabellen 8.2-8.4) (Trost et al., im Druck). Im Gegensatz dazu wurden in 
der Veröffentlichung des Genoms (Glaser et al., 2001) lediglich 86 Proteine 
vorhergesagt. 
 























7 105 19 86 60 26 24 
6 188 79 109 52 57 50 
5 137 89 48 18 30 25 
4 60 38 22 2 20 17 
3 35 30 5 0 5 5 
Σ 525 255 270 132 138 121 
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Experimentelle Untersuchung des listerielle Sekretoms 
 
Diese verbesserte Vorhersage bildete die Grundlage für eine Untersuchung des 
Kulturüberstands mit Proteommethoden. Es sind mindestens sechs verschiedene 
Sekretionswege für Gram-positive Bakterien bekannt: der Sec- (Oliver and Beckwith, 
1982), der Tat- (Chaddock et al., 1995), der Pseudopilin- (Bleves et al., 1998), der 
ABC-Transporter- (Koronakis and Hughes, 1993), der ESAT-6-Sekretionsweg 
(Pallen, 2002) und der SecA2-Sekretionsweg (Braunstein et al., 2001). Die zur Zeit 
erhältlichen Computerprogramme zur Vorhersage von Signalpeptiden erkennen 
jedoch nur die Signalpeptide für den Sec- und den funktionell sehr ähnlichen Tat-
Sekretionsweg. Obwohl über diese beiden Wege der Großteil aller Proteine sekretiert 
wird (van Wely et al., 2001), können sekretorische Faktoren auch über andere Wege 
nach außen gelangen und somit eine wichtige Rolle für die Pathogenität von L. 
monocytogenes spielen. Die Anwesenheit eines Proteins im Kulturüberstand hängt 
jedoch von vielen Faktoren ab. So ist die Menge des Proteins nicht nur von der 
Expression, sondern auch von der Effektivität des Exports, der Anbindung an die 
Zelloberfläche und der Proteolyse abhängig.  
Für die Identifizierung der sekretorischen Proteine wurde der EGD-e Stamm 
verwendet, dessen Genom 2001 vom Europäischen Listeria Genom Konsortium 
sequenziert wurde (Glaser et al., 2001). Um eine höhere Expression der 
Virulenzfaktoren zu erhalten, wurden die Listeria-Stämme in Minimalmedium 
(Premaratne et al., 1991) bis zur späten exponentiellen Phase angezogen. In 
Vollmedium (BHI) war nur eine geringe Expression der bekannten Virulenzfaktoren 
gesehen worden (Daten nicht gezeigt). Eine ähnliche Induktion der Virulenzgene 
wurde auch schon für Hungerbedingungen (Bohne et al., 1994) und bei Aktivkohle-
Zusatz in BHI beschrieben (Geoffroy et al., 1989; Ripio et al., 1996). Zusätzlich zur 
Expression der Virulenzfaktoren änderte sich durch die Anzucht in Minimalmedium 
auch die Expression von einigen anderen Proteinen, vornehmlich 
Substrattransportern (Daten nicht gezeigt).  
Die Bakterien wurden bei einer OD600=1,1 abzentrifugiert, der Kulturüberstand wurde 
filtriert und die Proteine durch TCA gefällt. Um möglichst viele Proteine des 
Überstandes zu identifizieren, wurden sowohl 2D-Gelelektrophorese als auch HPLC-
MS/MS benutzt.  
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Abbildung 3.2 zeigt ein 2D-Gel von Proteinen des Kulturüberstands von Listeria 
monocytogenes EGD-e im Bereich von pH 4-7. Aus diesem 2D-Gel und einem Gel 
mit dem pH-Bereich von 7-10 (Abbildung 8.1, Anhang) wurden insgesamt 130 Spots 
ausgestochen, wovon 120 durch MALDI TOF MS und Post-Source Decay (PSD) 
identifiziert wurden. Diese ergaben 58 verschiedene Proteine. In den 2D-Gelen 
erschienen viele Proteine als sogenannte 'Ladungsketten', d.h. sie fokussierten in 
mehreren Spots. Diese entstehen aufgrund unterschiedlicher pI-Werte der jeweiligen 
Isoformen eines Proteins. Diese unterschiedlichen Proteinspezies waren vermutlich 
auf posttranslationale Modifikationen oder auf Artefakte durch TCA-Fällung bzw. 
Desulfurierung der Cysteine während der ersten Dimension zurückzuführen (Herbert 
et al., 2003). 
 
 
Abb. 3.2:  RuBPS-gefärbtes 2D-Gel der Überstandsproteine von L. monocytogenes EGD-e wt. 
Eine Auswahl der Proteine, die durch MALDI-TOF MS identifiziert wurden, sind 
gekennzeichnet. 
 
In einem zweiten Ansatz wurden die Proteine des listeriellen Sekretoms mittels 
HPLC-MS/MS identifiziert. In insgesamt 19 verschiedenen Versuchen wurden 
unterschiedliche Mengen Protein auf die nano-HPLC aufgetragen und 106 Proteine 
3. ERGEBNISSE  68 
mit den Standardeinstellungen des Programmes MASCOT (Version 1.9) identifiziert. 
Durch manuelles Überprüfen der Massenspektrometrie-Daten und strengere 
Anforderungen an die Identifizierung, um falsch-positive Identifizierungen zu 
vermeiden (siehe Methoden-Teil), wurden 14 Identifizierungen verworfen. Von diesen 
92 Proteinen wurden 45 auch durch 2D-Gelelektrophorese identifiziert. Insgesamt 
wurden durch beide Ansätze 105 verschiedene Proteine im Sekretom von Listeria 
monocytogenes identifiziert.  
Mehr als die Hälfte (54) aller im Sekretom identifizierten Proteine sind als 
extrazellulär lokalisiert vorhergesagt (Tabelle 3.3), während 51 Proteine kein 
bekanntes Sekretionssignal besitzen (Tabelle 3.4). 
Es konnten alle primären Virulenzfaktoren mit einem Sekretionssignal (ActA, Hly, 
InlA, InlB, InlC, Mpl, PlcA, PlcB) im Kulturüberstand identifiziert werden. Insgesamt 
wurden 28 Proteine der Gruppe der sekretierten und zelloberflächengebundenen 
Proteine identifiziert: zwei aus der P60-Familie (Spl, Iap), sechs besitzen GW-Motive 
(InlB, Ami, Lmo1076, Lmo1216, Lmo1521, Lmo2591), fünf enthalten ein LPXTG-
Motiv (InlA, InlH, Lmo0880, Lmo1666, Lmo2714) und drei haben einen hydrophoben 
Anker (ActA, Lmo2185, Lmo2186). Die restlichen Proteine haben keine oder 
unbekannte Retentionssignale. 
Des weiteren wurden 12 vorhergesagte Lipoproteine identifiziert (Lmo0135, 
Lmo0152, Lmo0153, Lmo1068, Lmo1671, Lmo1738, Lmo1847, Lmo2079, Lmo2196, 
Lmo2349, Lmo2416, Lmo2637, QoxA, TcsA), wobei die meisten putative Substrat-
bindende Proteine von ABC-Transportern sind. Vier Lipoproteine haben keine 
bekannte Funktion. Von den restlichen Proteinen mit Sekretionssignal sind sechs 
ohne bekannte Funktion, drei sind Transkriptionsregulatoren, eins ist homolog zu 
Lipasen, eins ist an der Zellteilung beteiligt und eins hat Ähnlichkeit zu Proteinen der 
Flagellenbiosynthese. 
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Tabelle 3.3: Identifizierte Proteine mit Sekretionssignal im Kulturüberstand von 









ActA Actin-assembly inducing protein  25 Ja 5 
Hly Listeriolysin O 25 Ja 7 
InlA Internalin A (LPXTG motif) 50 Ja 6 
InlB Internalin B (GW motif) 50 (Ja) 4 
InlC Internalin C 25 Ja 5 
Mpl Zinc metalloproteinase 200 Ja 6 
PlcA Phosphatidylinositol-specific phospholipase C 50 Ja 6 
PlcB Phospholipase C 25 (Ja) 7 
Zelloberflächenproteine und Metabolismus der Zellwand 
Ami Autolysin (GW motif)  100 Nein 6 
Iap P60 extracellular protein, invasion associated protein Iap 25 Nein 6 
InlH Internalin H 2TM (LPXTG motif) 50 Nein 7 
Lmo0880 Peptidoglycan anchored protein (LPXTG motif) 50 Nein 7 
Lmo1076 Autolysin (GW motif) 200 Nein 7 
Lmo1216 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (GW motif) 200 Nein 5 
Lmo1521 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (GW motif) 50 Nein 7 
Lmo1666 Unknown, Cadherin & Hyalin domain (LPXTG motif) 200 Ja 6 
Lmo1851 Carboxy-terminal processing proteinase 2D  Nein 3 
Lmo1883 Chitinase 2D  Nein 7 
Lmo2185 NEAr transporter 50 Nein 6 
Lmo2186 NEAr transporter2D  Nein 6 
Lmo2504 Cell wall binding protein 50 Nein 7 
Lmo2522 Cell wall binding protein 25 Nein 7 
Lmo2591 N-acetylmuramidase (GW motif) 100 Ja 6 
Lmo2691 N-acetylmuramidase MurA 50 Nein 3 
Lmo2714 Peptidoglycan anchored protein (LPXTG motif) 100 Nein 7 
Lmo2754 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (penicillin-binding protein 5) 100 Nein 5 
Pbp Penicillin-binding protein 2D  Nein 3 
Spl Peptidoglycan lytic protein P45 25 Nein 6 
Transporter, Lipoproteine und Energiestoffwechsel 
Lmo0135 Oligopeptide ABC transporter (binding protein) 50 Nein 7 
Lmo0152 Oligopeptide ABC transporter (binding protein) 2D  Nein 7 
Lmo0153 High-affinity zinc ABC transporter  25 Nein 6 
Lmo1068 Unknown, probable lipoprotein 100 Nein 6 
Lmo1671 ABC transporter and adhesion protein 100 Nein 6 
Lmo1738 Amino acid ABC transporter (binding protein) 50 Nein 7 
Lmo1847 LpeA, similar to adhesion binding proteins and lipoproteins with multiple 
specificity for metal cations (ABC transporter) 
100 Ja 6 
Lmo2079 Unknown, probable lipoprotein 100 Nein 7 
Lmo2196 Pheromone ABC transporter (binding protein) 50 Nein 6 
Lmo2349 Amino acid ABC transporter (binding protein) 100 Nein 7 
Lmo2416 Unknown, probable lipoprotein 50 Nein 7 
Lmo2637 Unknown, conserved lipoprotein 100 Nein 7 
QoxA  AA3-600 quinol oxidase subunit II 2TM 25 Nein 5 
TcsA CD4+ T cell-stimulating antigen, lipoprotein 50 Nein 6 
Zellteilung und Flagellen 
Lmo0217 Probable septum formation initiator 100 Nein 3 
Lmo0680 Flagellum biosynthesis protein FlhA 7TM 200 Nein 6 
Entgiftung und Adaption an untypische Bedingungen 
Lmo0950 Lipase 2D  Ja 6 
Regulation und Sensing 
Lmo0443 Transcription regulator, LytR Family 50 Nein 4 
Lmo1061 Two-component sensor histidine kinase 2TM 100 Nein 5 
Lmo2518 Transcription regulator, LytR Family 50 Ja 6 
Unbekannt 
Lmo1303 Unknown, similar to B. subtilis YneA protein 100 Nein 6 
Lmo1333 Unknown, similar to B. subtilis YqzC protein 25 Nein 5 
Lmo1715 Unknown 50 Nein 4 
Lmo1752 Unknown 2D  Nein 7 
Lmo2156 Unknown 200 Nein 7 
Lmo2410 Unknown 3TM 200 Nein 6 
§= Funktion aus Lismo Datenbank und InterPro; TM  = Anzahl der Transmembrandomänen, 2D = nur in 2D PAGE gefunden,  
* = Menge an Protein notwendig zur Identifizierung mittels LC/MS 
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Tabelle 3.4: Identifizierte Proteine ohne Sekretionssignal im Kulturüberstand von  
     L. monocytogenes 
Zelloberflächenproteine und Metabolismus der Zellwand 
Lmo0129 Autolysin 100 Nein  
Lmo1080 B. subtilis minor teichoic acids biosynthesis protein GgaB 50 Nein  
Lmo1291 Acyltransferase 10TM 200 Nein  
Lmo2550 Glycosyl transferase 2TM 50 Nein  
Transporter, Lipoproteine und Energiestoffwechsel 
KdpB Potassium-transporting ATPase b chain 7TM 200 Nein  
PtsH PTS phosphocarrier protein Hpr  200 Nein  
Entgiftung und Adaption an untypische Bedingungen 
Lmo0395 GCN5-related N-acetyltransferase 100 Nein  
Lmo0644 Sulfatase/phosphatase 5TM 100 Nein  
Lmo0927 Sulfatase/phosphatase 4TM 25 Nein  
Lmo0943 Non-heme iron-binding ferritin Fri 50 Nein  
Lmo2016 Major cold-shock protein 100 Nein  
Sod Superoxide dismutase 50 Nein  
Chaperone 
DnaK Heat-shock protein DnaK 100 Nein  
GroEL Heat-shock protein GroEL 100 Nein  
GroES Heat-shock protein GroES 50 Nein  
Lmo0292 Heat-shock protein htrA serine protease 2D  Nein  
Lmo1580 Universal stress protein UspA 200 Nein  
Regulation und Sensing 
Lmo0526 Transcription regulator, MerR family 50 Nein  
Lmo2795 Transcription regulator, RpiR family 200 Nein  
Proteinsynthese (Elongation) 
RplD  Ribosomal protein L4 50 Nein  
RpsF Ribosomal protein S6 100 Nein  
RplL Ribosomal protein L12 50 Nein  
Tsf Translation elongation factor 50 Nein  
TufA Elongation factor EF-Tu 50 Nein  
DNA-bindende Proteine 
Hup Histone-like bacterial DNA-binding protein HU 50 Nein  
Kohlenhydratmetabolismus 
Eno Enolase 50 Nein  
Gap Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 50 Nein  
Pgk Phosphoglycerate kinase 200 Nein  
Tkt Transketolase 2D  Nein  
Aminosäuremetabolismus 
CysK Cysteine synthase 200 Ja  
GlyA Glycine hydroxymethyltransferase 200 Nein  
Lmo0560 NADP-specific glutamate dehydrogenase 2D  Nein  
Lmo2425 Glycine cleavage system protein H 100 Nein  
Nukleotid- und Nukleinsäuremetabolismus 
PurB Adenylosuccinate lyase 200 Nein  
PurE Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase I 200 Nein  
PurH Bifunctional phosphoribosylaminoimidazole carboxy formyl formyltransferase and 
inosine-monophosphate cyclohydrolase 
100 Nein  
Spezifische Stoffwechselwege 
Lmo0539 Tagatose-1,6-diphosphate aldolase 2D  Nein  
Lmo1867 Pyruvate phosphate dikinase 50 Nein  
PduL Propanediol utilization protein 100 Nein  
Pfk 6-phosphofructokinase 200 Nein  
Pta Phosphotransacetylase 2D  Nein  
Unbekannt 
LmaA Antigen A 50 Nein  
Lmo0119 Unknown 100 Nein  
Lmo0186 Unknown, similar to B. subtilis YabE protein 2D  Nein  
Lmo0796 Unknown 100 Nein  
Lmo0900 Unknown 200 Nein  
Lmo1125 Unknown 100 Nein  
Lmo1395 Unknown 50 Nein  
Phagenproteine 
Lmo2287 Putative tape-measure  [Bacteriophage A118] 4TM 200 Nein  
Lmo2296 Coat protein [Bacteriophage SPP1] 200 Nein  
Lmo2297 Putative scaffolding protein [Bacteriophage A118] 50 Nein  
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Die 51 Proteine ohne vorhergesagtes Sekretionssignal sind zumeist cytosolische 
Proteine. Hierzu zählen die Proteine des Kohlenhydrat- (4), des Aminosäure- (4) und 
Nukleotid- und Nukleinsäurestoffwechsels (3), sowie spezifische Stoffwechselwege 
(5). Aber auch Proteine des Proteinsyntheseapparates (5) und Chaperone (5), sowie 
Transkriptionsregulatoren (2), ein DNA-bindendes Protein und Proteine, die an 
Entgiftung und der Adaption an untypische Bedingungen beteiligt sind (6), wurden 
identifiziert. 4 Proteine haben überraschenderweise vorhergesagte Zellwand-
funktionen, zwei Proteine sind membrangebundene Transporter, drei sind 
Phagenproteine und sieben Proteine sind von unbekannter Funktion (Klassifizierung 




In der 2D-Gelelektrophorese läßt sich - im Vergleich zur LC-MS/MS-Technologie - 
das Vorhandensein posttranslationaler Modifikationen von Proteinen leichter 
nachweisen. Eine Abspaltung von Signalpeptiden oder anderen Domänen kann zu 
einer Änderung des pI-Wertes und der Masse des Proteins führen. Modifikationen 
wie Phosphorylierung wiederum führen durch die zusätzlichen Ladungen zu einem 
veränderten pI des Proteins und damit zu einer Verschiebung in der ersten 
Dimension. Da im Sekretom auch mehrere Proteasen identifiziert wurden und die 
Anzucht über 17 h dauerte, wurden wie erwartet auch einige proteolytische 
Fragmente von Proteinen identifiziert. Dies waren zumeist Fragmente von Proteinen, 
die in großer Menge im Sekretom vorhanden waren, wie z.B. Spl (siehe Abb. 3.2). 
 
Die pI-Werte und die Massen der meisten Proteine des listeriellen Sekretoms 
entsprachen jedoch den theoretischen Werten. Nur 6 Proteine erschienen mit 
erheblich kleineren Massen als erwartet: Lmo0927 (4 TMD), Lmo0644 (5 TMD) sowie 
QoxA (2 TMD) waren um ihre N-terminalen Transmembran-Domänen (TMD) 
verkürzt. Zwei der Transkriptionsregulatoren mit Sekretionssignal (Lmo0443 und 
Lmo2518) wurden ohne N-terminale Peptide bis Aminosäure 60 bzw. 98 identifiziert. 
Die Masse von Lmo0292, einer Serin-Protease, war mit 40 kDa etwa 12 kDa kleiner 
als erwartet und es wurden nur wenigen Peptide des C-Terminus detektiert.  
Für ein Ortholog von Lmo0927, das Protein YfnI in B. subtilis, ist bekannt, dass es 
direkt nach seinen 5 TMD durch die Typ I Signalpeptidase SipT geschnitten wird 
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(Hirose et al., 2000; Antelmann et al., 2001). Lmo0927 und das strukturell, wie auch 
funktionell verwandte Protein Lmo0644, die beide als Sulfatasen bzw. Phosphatase 
vorhergesagt werden, scheinen beide auf ähnliche Weise prozessiert zu werden.  
Zusätzlich zu diesen beiden Proteinen wurden fünf weitere im Sekretom identifiziert, 
die mehr als zwei TMD besitzen: Lmo1291 (10 TMD), KdpB (7 TMD), Lmo0680 (7 
TMD), Lmo2287 (4 TMD) and Lmo2410 (3 TMD). Für keines dieser Proteine konnte 
ein Peptid aus den Membrandomänen durch Massenspektrometrie identifiziert 
werden. 
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3.3 Identifizierung von PrfA-abhängigen Proteinen im Sekretom von 
Listeria monocytogenes 
 
PrfA ist ein DNA-bindender Transkriptionsregulator, unter dessen Kontrolle alle 
wichtigen listeriellen Virulenzfaktoren stehen. Aufgrund der nur geringen Expression 
des Virulenzgenclusters und der Internaline in einer prfA-Deletionsmutante ist diese 
nicht mehr virulent. Zur Identifizierung unbekannter PrfA-abhängiger, sekretorischer 
Proteine, die möglicherweise zur Virulenz von L. monocytogenes beitragen, wurden 
die Sekretome von L. monocytogenes EGD-e wt und einer isogenen prfA-
Deletionsmutante (Domann et al., 1992) untersucht. Beide Kulturen wuchsen 
vergleichbar und wurden nach 17 h Wachstum in der späten exponentiellen Phase 
bei einer OD600=1,1 geerntet (Abb. 3.3). Die Proteine der Kulturüberstände beider 
Stämme wurden mit TCA gefällt und durch 2D-Gelelektrophorese und HPLC-MS-
Expressionsanalyse analysiert (Abb. 3.2 & Anhang Abb. 8.2). 
 
Abb. 3.3:  Wachstumskurven von L. monocytogenes EGD-e wt (blau) und ∆prfA (rot) in
 Minimalmedium.  
Nach 17 h wurden die Kulturüberstände in der späten exponentiellen Wachstumsphase 
geerntet und die Proteine durch TCA gefällt.  
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Für die genomweite Suche nach PrfA-Bindestellen standen eine Fehlstellenanalyse 
(Glaser et al., 2001) und eine Weight-Matrix Analyse (R. Münch, TU Braunschweig, 
unveröffentlichte Daten) zur Verfügung. 
Für die 2D-PAGE-Expressionsanalyse wurden für jeden Stamm (EGD-e wt und 
∆prfA) vier unabhängige Experimente miteinander verglichen und mit Hilfe der 2D-
Software Proteomweaver 2.0 (Definiens) analysiert. Die diskontinuierlichen 
Expressionsanalysen (DEA) basierend auf LC/MS wurden mit je vier unabhängig 
voneinander gewonnenen Überstandsproteinfraktionen, die wiederum in vier 
unterschiedliche Konzentrationen (25 ng, 50 ng, 100 ng, 200 ng) verdünnt wurden, 
durchgeführt. 
Die Auswertung der Expressionsdaten aus den 2D-Gelexperimenten erwies sich 
aufgrund von Spotüberlagerungen und Proteolysefragmenten als sehr komplex. 
Trotzdem war es durch Computer-gestützte Analyse möglich Expressionsdaten für 
eine Reihe von Proteinen zu erhalten. 
Tabelle 3.5 zeigt die durch 2D-Gele und Diskontinuierliche Expressionsanalyse 
(DEA) LC-MS/MS Experimente gefundenen PrfA-regulierten Proteine. Insgesamt 
waren im wt 21 Proteine hochreguliert und zwei reprimiert. 18 der 21 hochregulierten 
Proteine besitzen ein Sekretionssignal. Die beiden reprimierten Proteine besitzen 
beide eine vorhergesagte cytosolische Lokalisation, d.h. ihre Anwesenheit im 
Überstand könnte auf experimentelle Artefakte zurückzuführen sein. 
Der stärkste Expressionsunterschied zwischen den beiden Stämmen war für 
Internalin C (InlC) zu erkennen (Abbildung 3.4). Für dieses Protein ergab eine 
Computeranalyse eine Repression in der ∆prfA-Mutante um den Faktor 12. 
 
 
Abb. 3.4:  Differentielle Expression von Internalin C im Sekretom von L. monocytogenes 
 EGD-e wt (links) und ∆prfA (rechts).  
Ausschnitt aus RuBPS-gefärbten 2D-Gelen. Durch Software-gestützte Analyse wurde für 
Internalin C ein Expressionsunterschied von 12 erhalten.  
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Tabelle 3.5: PrfA-regulierte Proteine im Kulturüberstand von L. monocytogenes 
 
A: Im wt hochregulierte Proteine / durch PrfA positiv reguliert (nach Gen-Nummer sortiert) 





Lmo0153 Zinc ABC transporter   +++ 6 Nein 
PlcA Phosphatidylinositol-specific phospholipase c  +++! 6 Ja 
Hly Listeriolysin (+++)* +++! 7 Ja 
Mpl Zinc metalloproteinase precursor >+! >+! 7 Ja 
ActA Actin-assembly inducing protein (+++)* +++! 5 Ja 
PlcB Phospholipase C  +++! 7 {Ja} 
Lmo0292 Heat-shock protein htrA serine protease +   Nein 
InlA Internalin A (LPXTG motif) (++)* +++ 6 Ja 
InlB Internalin B (GW module) (+++) +++ 4 {Ja} 
Lmo0560 NADP-specific glutamate dehydrogenase +   Nein 
Lmo1521 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase, TonB dependent, 
bacterial SH3-domain 
+  7 Nein 
Lmo1715 Unknown  ++! 4 Nein 
PurH Bifunctional phosphoribosylaminoimidazole carboxy formyl 
formyltransferase and inosine-monophosphate 
cyclohydrolase 
+ +  Nein 
InlC Internalin C +++* +++ 5 Ja 
Lmo2196 OppA, Pheromone ABC transporter (binding protein) ++*  6 Nein 
Lmo2349 Amino acid ABC transporter (binding protein) + + 7 Nein 
Lmo2504 Cell wall binding peptidase +  7 Nein 
Lmo2518 Transcription regulator, LytR Family + + 6 Ja 
Lmo2591 N-acetylmuramidase (GW module) ++ + 6 Ja 
Lmo2691 N-acetylmuramidase (MurA) + ++ 3 Nein 
Lmo2754 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (penicillin-binding 
protein 5) 
 ++! 5 Nein 
 








Ctc  General stress protein  --!  Nein 
FbaA  Fructose-1,6-bisphosphate aldolase  --!  Nein 
(): Quantifizierung schwierig duch Spotüberlagerungen und Proteolyse  
*: Mehrere Spots wurden addiert 
{}: Gen ist im Operon PrfA-reguliert 
!: Protein war im anderen Stamm nicht detektierbar 
 
Das Experiment bestätigte die PrfA-Abhängigkeit aller primären Virulenzfaktoren mit 
einem Sekretionssignal und damit den experimentellen Aufbau. Die Genprodukte des 
Virulenzgenclusters (PlcA, Hly, Mpl, ActA, PlcB) sind strikt PrfA-reguliert (Sheehan et 
al., 1995) und waren alle nicht in der prfA-Deletionsmutante zu detektieren. Das ist 
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bemerkenswert, da Hly, PlcA, PlcB und ActA in großen Mengen im wt-Überstand 
vorhanden waren und selbst bei der höchsten Verdünnung (25 ng) in den DEA-
Experimenten identifiziert werden konnten. Die Metalloprotease MpI ist der einzige 
essentielle Virulenzfaktor, der nur bei den größten Proteinmengen in DEA detektiert 
werden konnte. Dies weist darauf hin, dass MpI nur in geringen Mengen exprimiert 
wird. In der prfA-Deletionsmutante konnte MpI nicht identifiziert werden, so dass für 
dieses Protein kein Expressionsfaktor ermittelt werden konnte.  
InlA, InlB und InlC konnten alle in der ∆prfA-Mutante identifiziert werden, wenn auch 
in deutlich geringeren Mengen als im wt. Das lässt vermuten, dass auch andere 
transkriptionelle Regulatoren die Expression dieser Gene beeinflussen. Hierfür wurde 
kürzlich der Stressregulator sigma B (σB) vorgeschlagen (Kazmierczak et al., 2003; 
Milohanic et al., 2003) (siehe Diskussion).  
Überraschenderweise wurden im wt nur zwei weitere Proteine (Lmo2591 und 
Lmo2518) mit vorhergesagten PrfA-Bindestellen (jeweils mit 2 Fehlstellen verglichen 
zur perfekten palindromischen Sequenz) als positiv reguliert detektiert im Vergleich 
zu ∆prfA. Lmo2591 ist von großem Interesse, da es - wie InlB - zu der kleinen 
Gruppe von Proteinen gehört, die mit GW-Modulen an die Zelloberfläche gebunden 
werden. Für den N-terminalen Teil dieses Proteins wurde eine Amidasefunktion 
annotiert. Außerdem besitzt es eine Homologie zu dem Flagellenprotein FlgJ. Die 
Funktion des 57 kDa-Proteins ist unbekannt. 
Lmo2518 ist als Transkriptionsregulator der LytR-Familie vorhergesagt und besitzt 
ein Sekretionssignal. Die genaue Funktion von Lmo2518 ist jedoch unbekannt. 
Interessanterweise wurden auch Proteine ohne vorhergesagte PrfA-Bindestellen vom 
wt gegenüber der prfA-Deletionsmutante verstärkt sekretiert. Dazu gehören 
Lmo0153, ein Substrat-bindendes Lipoprotein eines putativen ABC-Transporters mit 
Ähnlichkeiten zu Adhesin B von Streptococcus pyogenes, Lmo1715, das vermutlich 
eine Methylase-Funktion besitzt, und Lmo2754, eine Carboxypeptidase mit 
Ähnlichkeiten zu Penicillin-bindenden Proteinen. Aber auch MurA (Lmo2691), eine 
Muramidase, deren Beteiligung an der Zellseparation und Autolyse kürzlich 
beschrieben wurde (Carroll et al., 2003), erscheint im Sekretom als PrfA-abhängig. 
Die Expression dieser Proteine könnte von PrfA indirekt reguliert werden, wie auch 
schon für andere Gene durch Transkriptionsanalysen gezeigt wurde (Milohanic et al., 
2003). Eine weitere Möglichkeit wäre eine indirekte Abhängigkeit über die Regulation 
von Transportern wie SecA2 (Lenz and Portnoy, 2002).  
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Eines der wenigen Proteine, das in den 2D-PAGE Experimenten als hochreguliert 
gefunden wurde, war OppA, das im wt-Sekretom 5fach mehr vorhanden war als im 
Sekretom der ∆prfA-Mutante. OppA ist ein Lipoprotein und Teil eines 
Oligopeptidtransporters und hat Einfluss auf das intrazelluläre Überleben von Listeria 
(Borezee et al., 2000). In den LC-MS/MS-Experimenten konnte jedoch nur eine 
schwache Regulation festgestellt werden. Der Grund hierfür ist unbekannt, könnte 
aber an einer spezifischen posttranslationalen Modifikation in einer der beiden 
Stämme liegen, wobei diese Proteinspezies nicht in den 2D-Gelen detektiert werden 
konnte. 
Von den restlichen 6 Proteinen, die entweder durch 2D-PAGE oder LC-MS/MS im wt 
als hochreguliert identifiziert wurden, fällt vor allem PurH auf. PurH, das am 
Nukleotidmetabolismus beteiligt ist, wurde auch schon als hochreguliert in 
intrazellulären Listeria beschrieben (Klarsfeld et al., 1994) und könnte an der 
Verwertung der wirtseigenen Nukleotide beteiligt sein.  
Es wurden nur zwei Proteine gefunden, die im wt Sekretom herunterreguliert waren: 
FbaA, die Fructose-1,6-bisphosphat Aldolase der Glykolyse und Ctc, das „Generelle 
Stressprotein“. Beide besitzen kein SP und es ist unbekannt, ob sie aktiv nach außen 
transportiert werden oder durch vermehrte Zelllyse ins Medium gelangten. 
In beiden Stämmen wurden jeweils zwei Proteine identifiziert, die zwar vorhergesagte 
PrfA-Bindestellen haben, aber nicht reguliert erschienen: Lmo0950, ein sekretiertes 
Protein mit Ähnlichkeiten zu Lipasen, und CysK, die Cysteinsynthase.  
Zwei weitere Proteine mit vorhergesagten PrfA-Bindestellen (Lmo1847 und 
Lmo1666) waren an der unteren Nachweisgrenze in LC-MS-Experimenten detektiert 
worden. Eine zuverlässige Expressionsanalyse konnte daher nicht durchgeführt 
werden. 
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3.4 Identifizierung von Listeria monocytogenes-spezifischen 
Proteinen im Sekretom 
 
Alle bisher identifizierten essentiellen Virulenzfaktoren von L. monocytogenes haben 
zwei Eigenschaften: sie stehen unter transkriptioneller Kontrolle durch PrfA und die 
entsprechenden Gene sind in der apathogenen Art L. innocua nicht vorhanden. 
Daher wurde nach der Proteomanalyse PrfA-regulierter Überstandsproteine auch 
eine Untersuchung der L. monocytogenes-spezifischen Proteine durchgeführt.  
Hierzu wurden Überstandsproteine von L. monocytogenes und L. innocua nach 
Anzucht in Minimalmedium (Premaratne et al., 1991) durch TCA gefällt, in 
Ammoniumbicarbonat gelöst und über HPLC-MS/MS identifiziert.  
Beide Kulturen hatten einen vergleichbaren zeitlichen Wachstumsverlauf, L. innocua 
erreicht seine Stationärphase schon bei einer geringeren optischen Dichte von 1,1 
(Abb. 3.5). Die Überstandsproteine wurden in der späten exponentiellen Phase der 
Kulturen bei OD600=1,1 (L. monocytogenes) bzw. OD600=0,9 (L. innocua) erhalten. 
 
Abb. 3.5:  Wachstumskurven von L. monocytogenes EGD-e wt (blau) und L. innocua
 CLIP11262 wt (rot) in Minimalmedium. 
Nach 17 h wurden die Kulturüberstände in der späten exponentiellen Wachstumsphase 
geerntet und die Proteine durch TCA gefällt. 
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Im Überstand von L. monocytogenes wurden 105 Proteine (Tabellen 3.3 & 3.4), im 
Überstand von L. innocua 96 Proteine (Tabelle 8.1 Anhang) identifiziert. Ungefähr die 
Hälfte aller Proteine (46) war in beiden Arten vorhanden. Von den 59 Proteinen 
spezifisch für L. monocytogenes besaßen 16 Proteine kein Ortholog in L. innocua 
(Tabelle 3.6 & 3.7). 50 Proteine waren spezifisch für L. innocua, 7 hiervon hatten kein 
Ortholog in L. monocytogenes (Tabelle 8.1, Anhang). 
9 der 16 identifizierten L. monocytogenes-spezifischen Proteine ohne Ortholog in L. 
innocua gehören zu den essentiellen Virulenzfaktoren (ActA, Hly, Mpl, PlcA, PlcB) 
und Internalinen (InlA, InlB, InlC, InlH), womit die Zuverlässigkeit des 
Experimentansatzes bestätigt wird.  
Zu den übrigen 7 Proteinen zählen eine hypothetische Glykosyltransferase 
(Lmo1080) mit Homologien zu dem kleinen Teichonsäure-Biosyntheseprotein GgaB, 
das Autolysin Auto (Lmo1076), das über GW-Module an die Zellwand gebunden ist, 
und Lmo1666, ein Protein unbekannter Funktion mit einer hypothetischen Hyalin- 
und Cadherindomäne. Lmo1666, ein 184 kDa-Protein, das eine PrfA-Bindestelle 
besitzt, wird über ein LPXTG-Motiv an die Zelloberfläche gebunden (vgl. Kapitel 3.1). 
Die restlichen 4 Proteine sind ein Phagenprotein (Lmo2296), zwei Proteine 
unbekannter Funktion (Lmo1125 and Lmo2410) und eine Zwei-Komponenten 
Sensor-Histidin-Kinase (Lmo1061) (Tabelle 3.6). 
Unter den 43 Proteinen, die in L. monocytogenes spezifisch exprimiert werden und 
ein Ortholog in L. innocua besitzen (Tabelle 3.7), befinden sich 8 
Zelloberflächenproteine. Diese sind Lmo0880, ein LPXTG-Protein mit einer 
hypothetischen Collagen-bindenden Domäne, Lmo1291, eine Acyltransferase mit 10 
Transmembrandomänen, das Penicillin-bindende Protein Pbp, die Carboxypeptidase 
Lmo1851, die Chitinase Lmo1883, Lmo2591, eine Muramidase mit GW-Modulen und 
Lmo2754, ein hypothetisches Penicillin-bindendes Protein.  
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Tabelle 3.6: L. monocytogenes-spezifische Überstandsproteine ohne Ortholog in L. innocua 







ActA Actin-assembly inducing protein   Ja 5 
Hly Listeriolysin O  Ja 7 
InlA Internalin A (LPXTG motif)  Ja 6 
InlB Internalin B (GW module)  (Ja) 4 
InlC Internalin C  Ja 5 
Mpl Zinc metalloproteinase  Ja 6 
PlcA Phosphatidylinositol-specific phospholipase C  Ja 6 
PlcB Phospholipase C  (Ja) 7 
 
Zelloberflächenproteine und Metabolismus der Zellwand 
InlH Internalin H 2TM (LPXTG motif)  Nein 7 
Lmo1076 Autolysin (GW motif) Nein 7 
Lmo1080 Minor teichoic acids biosynthesis protein GgaB  Nein  
Lmo1666 Unknown, Cadherin & Hyalin domain (LPXTG motif)  Ja 6 
 
Regulation und Sensing 
Lmo1061 Two-component sensor histidine kinase 2TM  Nein 5 
 
Unbekannt 
Lmo1125 Unknown  Nein  
Lmo2410 Unknown 3TM  Nein 6 
 
Phagenproteine 
Lmo2296 Coat protein [Bacteriophage SPP1]  Nein  
 
Des weiteren sind fünf Proteine aus der Gruppe der Transporter und Lipoproteine 
spezifisch in L. monocytogenes exprimiert. Aus dieser Gruppe ist insbesondere das 
Lipoprotein LpeA (Lmo1847) von Interesse, da für dieses eine PrfA-Abhängigkeit 
gezeigt werden konnte (Schaumburg, 2004). Weiterhin wurden zwei Proteine aus der 
Gruppe der Zellteilung und Flagellenproteine identifiziert sowie 4 Proteine aus der 
Gruppe 'Entgiftung und Adaption an untypische Bedingungen', wozu auch Lmo0950 
gehört, eine hypothetische Lipase mit Homologien zur B. subtilis LipA/B Lipase und 
einer vorhergesagten PrfA-Bindestelle. Drei Proteine sind transkriptionelle 
Regulatoren oder Sensoren (Lmo0443, Lmo0526, Lmo2795), 14 Proteine sind 
Bestandteil des Stoffwechsels, der Proteinsynthese oder Chaperone, 5 Proteine 
besitzen keine bekannte Funktion und 2 sind Phagenproteine (Tabelle 3.7). 
 
In der nicht-pathogenen Art L. innocua wurden 7 spezifische Proteine ohne 
Orthologe bei L. monocytogenes identifiziert: Lin0661, ein Protein mit Ähnlichkeiten 
zu den Internalinen, der ABC-Transporter Lin0307, ein Autolysin mit GW-Modulen 
(Lin1064), ein Transkriptionsregulator der Mer-Familie (Lin1622), zwei Proteine mit 
unbekannter Funktion (Lin1090, Lin1210) und ein Phagenprotein (Lin2576) (Anhang, 
Tabelle 8.1). 
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Tabelle 3.7: L. monocytogenes-spezifische Überstandsproteine mit Ortholog in L. innocua 
 
Zelloberflächenproteine und Metabolismus der Zellwand 
Lmo0880 Peptidoglycan anchored protein (LPXTG motif) Lin0879 Nein 7 
Lmo1291 Acyltransferase 10TM Lin1329 Nein  
Pbp Penicillin-binding protein 2D Lin1477 Nein 3 
Lmo1851 Carboxy-terminal processing proteinase 2D Lin1965 Nein 3 
Lmo1883 Chitinase 2D Lin1996 Nein 7 
Lmo2550 Glycosyl transferase 2TM Lin2695 Nein  
Lmo2591 N-acetylmuramidase (GW motif) Lin2738 Ja 6 
Lmo2754 D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (penicillin-binding protein 5) Lin2897 Nein 5 
 
Transporter, Lipoproteine und Energiestoffwechsel 
Lmo1671 ABC transporter and adhesion protein Lin1779 Nein 6 
Lmo1847 LpeA, adhesion binding protein and lipoprotein with multiple specificity for 
metal cations (ABC transporter) 
Lin1961 Ja 6 
Lmo2349 Amino acid ABC transporter (binding protein) Lin2443 Nein 7 
Lmo2416 Unknown, probable lipoprotein Lin2511 Nein 7 
KdpB Potassium-transporting ATPase b chain 7TM Lin2819 Nein  
 
Zellteilung und Flagellen 
Lmo0217 Probable septum formation initiator Lin0249 Nein 3 
Lmo0680 Flagellum biosynthesis protein FlhA 7TM Lin0688 Nein 6 
 
Entgiftung und Adaption an untypische Bedingungen 
Lmo0395 GCN5-related N-acetyltransferase Lin0413 Nein  
Lmo0644 Sulfatase/phosphatase 5TM Lin0647 Nein  
Lmo0950 Lipase2D Lin0949 Ja 6 
Lmo2016 Major cold-shock protein Lin2124 Nein  
 
Chaperone 
Lmo0292 Heat-shock protein htrA serine protease 2D Lin0320 Nein  
Lmo1580 Universal stress protein UspA Lin1615 Nein  
 
Regulation und Sensing 
Lmo0443 Transcription regulator, LytR family Lin0463 Nein 4 
Lmo0526 Transcription regulator, MerR family Lin0530 Nein  
Lmo2795 Transcription regulator, RpiR family Lin2927 Nein  
 
Proteinsynthese (Elongation) 
RplD  Ribosomal protein L4 RplD Nein  
RpsF Ribosomal protein S6 RpsF Nein  
Kohlenhydratmetabolismus 
Tkt Transketolase 2D Tkt Nein  
Aminosäuremetabolismus 
Lmo0560 NADP-specific glutamate dehydrogenase 2D Lin0569 Nein  
Lmo2425 Glycine cleavage system protein H Lin2519 Nein  
Nukleotid- und Nukleinsäuremetabolismus 
PurB Adenylosuccinate lyase PurB Nein  
PurE Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase I PurE Nein  
PurH Bifunctional phosphoribosylaminoimidazole carboxy formyl formyltransferase 
and inosine-monophosphate cyclohydrolase PurH Nein  
Spezifische Stoffwechselwege 
Lmo0539 Tagatose-1,6-diphosphate aldolase 2D Lin0543 Nein  
Lmo1867 Pyruvate phosphate dikinase Lin1981 Nein  
PduL Propanediol utilization protein PduL Nein  
Pta Phosphotransacetylase 2D Pta Nein  
Unbekannt 
Lmo0796 Unknown Lin0789 Nein  
Lmo0900 Unknown Lin0899 Nein  
Lmo1395 Unknown Lin1432 Nein  
Lmo1715 Unknown Lin1826 Nein 4 
Lmo2156 Unknown Lin2260 Nein 7 
 
Phagenproteine 
Lmo2287 Putative tape-measure  [Bacteriophage A118] 4TM Lin0119 Nein  
Lmo2297 Putative scaffolding protein [Bacteriophage A118] Lin0108 Nein  
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Weiterhin wurden 43 Proteine detektiert, die zwar Orthologe besitzen, aber spezifisch 
in L. innocua exprimiert werden und damit für den spezifischen Lebensstil dieses 
Bakteriums wichtig sein könnten. Darunter 6 Zellwandproteine (Lin0141, Lin0177, 
Lin0461, Lin0636, Lin1328, Lin2055), wovon 4 ein LPXTG-Motiv besitzen. Außerdem 
5 Transporter und Phoshotransferase-System (PTS)-Proteine (Lin0143, Lin0841, 
Lin1002, Lin2472, Lin2525), 3 Flagellenproteine (FlaA, Lin0707, Lin0714), 2 
Proteine, die an der Zellteilung beteiligt sind (Lin0236, FtsZ), ein Protein für die 
Adaption an untypische Bedingungen (Lin1103), 2 Regulatoren (Lin0031, Lin1807), 2 
Proteine der Proteinsynthese (Lin0987, Lin2052), 8 Proteine unbekannter Funktion 
(Lin0173, Lin0225, Lin0318, Lin0567, Lin0683, Lin0784, Lin0908, Lin1864), ein 
Phagenprotein (Lin0174) und 13 Stoffwechselproteine (Ldh, Lin0449, PdhD, Lin1413, 
PykA, Lin2355, Pgi, Tpi, FbaA, Lin0263, GlnA, Lin1552, Prs) (Tabelle 8.1, Anhang). 
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3.5 Charakterisierung der Wirtszellantwort nach Infektion mit 
Listeria monocytogenes durch Methoden der Funktionellen 
Genomanalyse 
 
Während die primären Virulenzfaktoren (siehe Kapitel 1.1.1) von L. monocytogenes 
gut charakterisiert sind, weiß man wenig über die unmittelbare Wirtszellantwort auf 
listerielle Invasion und Infektion. Bisher sind erst zwei Publikationen erschienen, die 
die allgemeine Wirtszellantwort untersuchten, beide mittels Transkriptomics (Cohen 
et al., 2000; Baldwin et al., 2003).  
Um die Wirtszellantwort auf eine listerielle Invasion auf der Proteinebene zu 
untersuchen, wurde eine Analyse mittels Proteommethoden durchgeführt. Die 
Wirtszellantwort wurde durch listerielle Infektion von Zellkulturen und durch die 
Präsentation spezifischer listerieller Oberflächenproteine stimuliert. 
 
3.5.1 Untersuchung von Gesamtzellextrakten von Listeria infizierten Wirtszellen 
 
Für die Untersuchung der Wirtszellantwort auf Infektion mit L. monocytogenes 
wurden 6x106 HeLa-Zellen in 10 cm-Petrischalen mit Listeria monocytogenes wt, 
∆actA oder ∆prfA mit einer „Multiplicity of Infection“ (MOI) von 50 für 6 h infiziert.  
Die Zugabe des L. monocytogenes ∆prfA-Stammes diente als Kontrolle. Durch die 
geringe Expression der Gene des Virulenzgenclusters und der Internaline, kann die 
∆prfA-Mutante zwar an die HeLa-Zellen adhärieren, aber in diese nicht eindringen, 
wie durch mikroskopische Untersuchungen festgestellt werden konnte. Die 
Anwesenheit von extrazellulären Bakterien induzierte eine stressbedingte 
Wirtszellantwort, die von einer durch die PrfA-abhängigen Virulenzgene und durch 
die eingedrungenen Bakterien verursachten Wirtszellantwort unterschieden werden 
sollte.  
Die ∆actA-Mutante von L. monocytogenes ist befähigt, eukaryontische Zellen zu 
invasieren, kann sich jedoch aufgrund der fehlenden Aktinpolymerisation nicht 
intrazellulär fortbewegen und somit keine Nachbarzellen infizieren. Durch einen 
Vergleich der Infektion mit L. monocytogenes wt bzw. ∆actA sollten Aufschlüsse auf 
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beteiligte Wirtszellproteine an dem bisher am wenigsten untersuchten Mechanismus 
der Zell-Zell-Ausbreitung erhalten werden. 
In den ersten Experimenten wurden die infizierten Zellen mit Quelllösung (siehe 
Kapitel 2.5.1) aufgeschlossen, um Gesamtzelllysate zu erhalten und eine möglichst 
vollständige Untersuchung der Wirtszellproteine zu ermöglichen. Die Fokussierung 
der Proteine während der 1. Dimension misslang jedoch und resultierte in 2D-Gelen 
von schlechter Qualität. Verantwortlich für die Probleme während der IEF waren 
vermutlich durch die Lyse freigesetzte, geladene Zellbestandteile wie z.B. DNA und 
Salze, die eine Fokussierung von Proteinen verhinderten.  
 
Um eine Verbesserung der Fokussierung zu erreichen, wurde eine geringere 
Proteinmenge auf die Gele aufgetragen. Zur Detektion der Proteine wurde daher in 
weiteren Proteomuntersuchungen der Nachweis der Protein über metabolisches 
Labelling mit den radioaktiven Aminosäuren [35S]-Cystein und [35S]-Methionin 
durchgeführt. Durch die gleichzeitige Zugabe von Listerien und den radioaktiven 
Aminosäuren zu den Zellkulturen sollten außerdem Unterschiede in der Neusynthese 
von Wirtszellproteinen in infizierten und nicht-infizierten Zellen identifiziert werden. 
Hierzu wurden HeLa-Zellen in 6-Loch-Platten (~7x 105 Zellen) angezogen und mit 
Listeria monocytogenes wt, ∆actA oder ∆prfA mit einer MOI von 50 infiziert. Auch 
dem Zellkulturmedium einer Kontrollschale nicht-infizierter HeLa-Zellen wurden die 
radioaktiven Aminosäuren zugegeben. Nach 6 Stunden Infektion wurden die Zellen 
gewaschen, abgeschabt und mit Quelllösung lysiert.  
Für die IEF wurde ein pH-Gradient von 3-10 benutzt, um einen möglichst großen 
Ausschnitt des Gesamtproteoms zu erhalten. Die Gele wurden nach der 2. 
Dimension fixiert, mit RuBPS (Rabilloud et al., 2001) gefärbt und anschließend 
getrocknet. Die Detektion der radioaktiven Proteine fand durch Auflegen der Gele auf 
„Verstärkerfolien“ für 3 Tage statt. Abbildung 3.6 zeigt den Vergleich zweier 
Autoradiogramme von L. monocytogenes wt-infizierten und ∆prfA-infizierten HeLa-
Zellen. 
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Abb. 3.6:  35S-Autoradiogramme von L. monocytogenes wt-infizierten (links) und mit ∆prfA 
stimulierten (rechts) HeLa-Zellen im Bereich von pH 3-10.  
 Vier regulierte Proteine wurden identifiziert und sind gekennzeichnet. 
 
Die 2D-Gele nach metabolischem Labelling konnten nicht mit dem 2D-Gel-
Auswerteprogramm Proteomweaver 2.0 verglichen werden, da dieses Programm für 
die 'weichen' Spotränder von Autoradiogrammen nicht optimiert ist. Die Gelbilder 
wurden daher manuell mittels des Bildbearbeitungsprogrammes Aida ausgewertet.  
Die Autoradiogramme enthielten durchschnittlich 1850 Spots pro Gel. Für 28 Spots 
konnte eine Regulation festgestellt werden. Die höchste positive Regulation wurde 
mit ca. +4, die höchste negative Regulation mit ca. -8 bestimmt. Die Spots wurden 
ausgestochen, die Proteine mit Trypsin verdaut und mittels MS analysiert. Von 
diesen konnten 4 Proteine identifiziert werden. Tabelle 3.8 zeigt die Regulationen der 
identifizierten Proteine. 
 
Tabelle 3.8: Identifikationen und Regulationen von unterschiedlich exprimierten Proteinen 
 zwischen L. monocytogenes wt und ∆prfA infizierten HeLa-Zellen nach  
 35S-Autoradiographie. 
Spot-Nr. Protein (Funktion/Ähnlichkeit) Acc. Nr. Regulation 
4 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K gi|13384620 +3 
8 Proteasome alpha 3 subunit gi|13528948 +4 
9 Heat shock protein 27 gi|662841 +2 
10 Stathmin gi|5031851 -8 
 
Drei der identifizierten Proteine waren in HeLa-Zellen, die mit L. monocytogenes wt 
infiziert wurden, hochreguliert. Eine dreifache Induktion erfuhr das „Heterogeneous 
Nuclear Ribonucleoprotein K“ (hnRPK). Es wird durch eine Reihe extrazellulärer 
Signale aktiviert, bindet an das κB-Motiv (Ostrowski et al., 1994) und ist an der 
Regulation von Transkription und Translation beteiligt (für Übersichtsartikel siehe: 
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Bomsztyk et al., 2004). hnRPK hat vier bekannte Phosphorylierungsstellen, von 
denen 3 durch die MAP-Kinase 10 phosphoryliert werden (http://www.hprd.org; Peri 
et al., 2003). Des weiteren wurde für hnRPK eine Rolle während des Zellzyklus 
impliziert (Dejgaard et al., 1994). 
Ebenfalls hochreguliert (Faktor 4) war die α-Untereinheit des Proteasoms. Das 
Proteasom ist ein Proteasenkomplex, der für den selektiven Abbau von überflüssigen 
oder kurzlebigen Proteinen der Metabolismus- oder Zellzyklusregulation 
verantwortlich ist (Adams, 2003). Für die α-Untereinheit des Proteasoms ist eine 
Interaktion mit dem Cyclin-abhängigen Kinaseinhibitor 1A (Cyclin-dependent kinase 
inhibitor 1A, p21, WAV1) bekannt, der ein wichtiger Regulator der Zellzykluskontrolle 
ist (Touitou et al., 2001). 
Für das Hitzeschockprotein 27, das zur Gruppe der kleinen Hitzeschockproteine 
gehört (Boelens et al., 1998), konnte eine Induktion von 2 bestimmt werden. Die 
Expression und Aktivierung ist abhängig von einer Reihe von Stimuli wie Hitze, 
oxidativer Stress oder Cytokine (Lindquist and Craig, 1988; Benn et al., 2002). Nach 
Stimulation durch Tumor Necrosis Faktor α (TNFα) kann es über die p38-MAP 
Kinase 2 aktiviert werden (Park et al., 2003). 
Die höchste Regulation nach Infektion durch L. monocytogenes wt (Faktor: -8) wurde 
für Stathmin (auch Op18 genannt) gefunden (Abb. 3.7). Stathmin ist ein 17 kDa 
großes Protein mit vier Serin-Phosphorylierungsstellen, die von einer Reihe von 
Kinasen phosphoryliert werden können (siehe Kapitel 1.4.2). Die Expression und 
Phosphorylierung von Stathmin ist gekoppelt an extrazelluläre Signale, die 
Zellproliferation und -differenzierung regulieren (Sobel, 1991). Es ist an der 
Depolymerisierung von Mikrotubuli beteiligt, wobei es von Rac1 reguliert wird 
(Wittmann et al., 2004). Interaktionen von Stathmin wurden mit Tubulin, der KIS-
Kinase und dem coiled-coil-Protein RB1CC1 gezeigt (Maucuer et al., 1995). 
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Abb. 3.7:  Proteomweaver 3D-Ansicht der Spotvolumen der Autoradiogramme im Bereich um 
Stathmin. 
Stathmin (mit grünem Kegel markiert) ist in mit L. monocytogenes wt infizierten HeLa-
Zellen (links) deutlich runterreguliert gegenüber der mit ∆prfA-infizierten Kontrollgruppe 
(rechts). 
 
In einem Kontrollexperiment wurde die Infektionsrate der HeLa-Zellen durch die 
verwendeten Listeria-Stämme bestimmt. Hierzu wurden HeLa-Zellen auf 
Deckgläschen angezogen und mit L. monoyctogenes wt, ∆actA oder ∆prfA infiziert. 
Die Zellen wurden fixiert und intrazelluläre Listeria mit dem listerien-spezifischen 
Antikörper K52 angefärbt, mittels Immunfluoreszenz unter dem Mikroskop analysiert 
und ausgezählt. Die mit den wt-Listerien infizierten Zellen wiesen eine Infektionsrate 
von ca. 80% auf, gegenüber ca. 25% bei einer Infektion mit der actA-
Deletionsmutante (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser geringen Infektionsrate 
wurde in den folgenden Versuchen auf eine Untersuchung der Wirtszellantwort auf L. 
monocytogenes ∆actA verzichtet.  
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3.5.2 Untersuchung Igepal-extrahierter Proteinfraktionen von Listeria-infizierten 
Wirtszellen  
 
In den ersten Versuchen der Identifikation von Wirtszellproteinen aus 
Gesamtzellextrakten konnten nur wenige Proteine identifiziert werden. Um eine 
größere Anzahl Proteine identifizieren zu können, wurde die Zellmenge erhöht, und 
die Proteinextrakte wurden einem Reinigungsschritt unterworfen. In den folgenden 
Experimenten wurde die Lyse der Zellen mit einem 1%igen Igepal-Puffer 
durchgeführt. Igepal extrahiert in dieser Konzentration cytosolische und Membran-
gebundene Proteine (Neugebauer, 1990), läßt aber die Zellkernmembran intakt, so 
dass DNA und die in sehr grossen Mengen vorhandenen Histone frühzeitig aus der 
Aufreinigung abgetrennt werden können. Um störende Salze zu entfernen, wurden 
die Zellextrakte mit Phenol gefällt.  
 
Abbildung 3.8 zeigt ein RuBPS-gefärbtes Gel von Proteinextrakten aus Listerien-
infizierten HeLa-Zellen und nicht-infizierten Kontrollzellen. Zwischen den Gelen sind 
nur wenige Unterschiede erkennbar. 
 
 
Abb. 3.8:  RuPBS-gefärbte 2D-Gele im Bereich von pH 4-7 von Proteinextrakten aus HeLa-
Zellen nach 6stündiger Infektion mit L. monocytogenes (links) und nicht-infizierten 
Kontrollzellen (rechts) zeigen wenige Unterschiede.  
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Schon nach den Versuchen des metabolischen Labellings ergaben erste Hinweise, 
dass die Wirtszelle im untersuchten Zeitbereich kaum mittels Proteinneusynthese auf 
die listerielle Infektion reagiert.  
Die Proteomuntersuchungen mit den RuBPS-gefärbten Gelen erhärteten den 
Verdacht, dass die Zelle wahrscheinlich durch Änderungen auf posttranslationaler 
Ebene auf eine listerielle Infektion antwortet. Daher wurde die 
Phosphoproteomanalyse etabliert und das Wirtszellproteom auf Veränderungen im 
Phosphorylierungsmuster nach listerieller Infektion analysiert. 
   
   
   
   
 
ProQ-Färbung 
Eine der häufigsten posttranslationalen Modifikationen eukaryontischer Zellen ist die 
Phosphorylierung von Proteinen an Serin-, Threonin- und Tyrosinresten. Um 
Veränderungen im Phosphorylierungsmuster von Proteinen in mit L. monocytogenes 
infizierten Zellen nachzuweisen, wurden vergleichende 2D-Gelelektrophorese-
Experimente von L. monocytogenes wt-infizierten und nicht-infizierten HeLa-Zellen 
durchgeführt. Hierzu wurden infizierte Zellen in einem Lysepuffer aufgeschlossen, 
der Natriumfluorid- und Natriumvanadat enthielt, um Phosphatasen und Kinasen zu 
inhibieren. Zur spezifischen Anfärbung der phosphorylierten Proteine wurde der neue 
Farbstoff ProQ-Diamond von Molecular Probes verwendet. Mit diesem lassen sich 
spezifisch Phosphoproteine nachweisen, indem der Farbstoff an phosphorylierte AS-
Seitenketten bindet. Anschließend ist eine Färbung aller Proteine durch RuBPS 
möglich. Abbildung 3.9 zeigt ProQ-gefärbte 2D-Gele im Bereich pH 4-7 von 
Proteinextrakten aus infizierten und nicht-infizierten HeLa-Zellen. 
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Abb. 3.9:  ProQ-gefärbte 2D-Gele im Bereich von pH 4-7 von Proteinextrakten aus HeLa-Zellen 
nach 6stündiger Infektion mit L. monocytogenes wt (links) und nicht-infizierten 
Kontrollzellen (rechts).  
Durch MALDI-TOF MS identifizierte Proteine sind markiert. Unterschiede im äußeren 
basischen Bereich (bei ~pH 7) sind vermutlich auf Fokussierungsartefakte 
zurückzuführen. 
 
Die Analyse der Gele mit dem Programm Proteomweaver 2.0 ergab 18 regulierte 
Proteine, die meisten waren jedoch nur schwach reguliert (Tabelle 3.9). Zusätzlich 
wurden zur Überprüfung der Spezifität von ProQ mehrere scheinbar 
hochphosphorylierte Proteinspezies analysiert. Insgesamt wurden aus den ProQ-
Diamond gefärbten Gelen 24 Proteine mittels MALDI-TOF MS identifiziert.  
 
Die stärkste Regulation zeigte ein Spot bei ca. 50 kDa, der als Keratin 8 identifiziert 
werden konnte (Abb. 3.10). Keratin 8 gehört zu den Typ II 
Intermediärfilamentproteinen, über deren genaue Funktion wenig bekannt ist. Für 
Keratin 8 sind drei Phosphorylierungsstellen (Ser23, Ser73 und Ser431) bekannt. Die 
Modifikation von Ser23 ist bei allen Typ II Keratinen bekannt, während eine 
Phosphorylierung von Ser431 nur bei Keratin 8 nach EGF-Stimulation und während 
der Mitose über MAP-Kinasen beschrieben wurde (Ku and Omary, 1997). 
Phosphorylierung an Ser73 erfolgt während Mitose, Stress und Apoptose (Liao et al., 
1997) durch die c-Jun N-terminal kinase (JNK) (He et al., 2002) bzw. die p38-MAP-
Kinase (Ku et al., 2002). 
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Tabelle 3.9: Aus ProQ-gefärbten 2D-Gelen identifizierte Proteine (L. monocytogenes wt- 
  infizierte HeLa-Zellen vs. nicht infiziert). 
Spot-Nr. Protein (Funktion/Ähnlichkeit) bekannte Phosphoryl.  Acc. Nr. Regulation 
wt1 Keratin 8 (~53 kDa) ja (Liao et al., 1996) gi|4504919 +1,7 
wt2 Keratin 8(~53 kDa) ja (Liao et al., 1996) gi|4504919 +10 
wt3 Keratin 8 (~45 kDa) ja (Liao et al., 1996) gi|14198278 +2,5 




ja (Huang et al., 2004) 
gi|5902076 V  
wt7 Keratin 9 ja (Ikai and McGuire, 1983) gi|434576 V  












wt14 Peroxiredoxin 6 ja (Wood et al., 2003) gi|4758638 V 
wt15 Peroxiredoxin 3 ja (Wood et al., 2003) gi|32483377 +1,4 
wt18 Tubulin, beta ja (Otsubo et al., 1975) gi|21746161 +1,4 
wt20 Calreticulin precursor ja, (Cala et al., 1993) gi|4757900 -1,6 
wt24 dUTP pyrophosphatase 
ja (Lirette and Carradona, 











k7 Tu translation elongation factor ja (Cool et al., 1990) gi|2136315 A (-6) 
k8 Keratin 7 ja (Ikai and McGuire, 1983) gi|30089956 +1,7 
k9 
Capping Protein (actin filament) 
gelsolin-like 
ja (Onoda and Yin, 1993) 
gi|4502561 -1,5 
k10 Maspin 
ja (Odero-Marah et al., 
2002) gi|4505789 -2,1 
k12 Annexin 1 
ja (Pepinsky and Sinclair, 
1986) gi|442631 A (-2) 






V: Proteine wurden zur Validierung der Spezifität von ProQ analysiert 




Abb. 3.10:  In von L. monocytogenes wt infizierten HeLa-Zellen wird Isoform II von Keratin 8 um 
den Faktor 10 stärker phosphoryliert als in den mit L. monocytogenes ∆prfA-
infizierten Kontrollzellen. Für Isoform I wurde ein Regulationswert von +1,7 bestimmt. 
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Des weiteren lagen noch zwei Proteine über der Regulationsgrenze von ±2: die 
Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (-3) und der Proteaseinhibitor Maspin (-2,1).  
Die Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase ist ein Enzym des Pentose-
Phosphatzyklus. Es wandelt Glucose-6-Phosphat in 6-Phosphoglucono-Lacton um 
und produziert dabei NADPH aus NADP+. Die Reprimierung der Glucose-6-Phosphat 
Dehydrogenase könnte damit erklärt werden, dass intrazelluläre Listerien zur 
Energiegewinnung phosphorylierte Hexosen der Wirtszelle gebrauchen. Hierzu 
benutzen sie den spezifischen, PrfA-abhängigen Hexose-Phosphat-Transporter Hpt 
(Chico-Calero et al., 2002). Die Glucose-Phosphat-Konzentration könnte dadurch im 
Wirtscytosol soweit sinken, dass die Expression von Enzymen, die dieses Substrat 
umsetzen, von der Wirtszelle herunterreguliert werden. 
Das Onkogen Maspin, das 2fach reprimiert gefunden wurde, gehört strukturell zu der 
Familie der Proteaseinhibitoren und inhibiert die Migration und Invasivität von 
Tumorzellen. Eine tatsächliche Aktivität als Proteaseinhibitor konnte jedoch noch 
nicht nachgewiesen werden (Bass et al., 2002).  
Für einige weitere Proteine, die im basischen Endbereich der Gelstreifen aufgelöst 
wurden, ergab sich ein starke Regulation, die aber wahrscheinlich auf 
Fokussierungseffekte zurückzuführen ist. Unter diesen Proteinen befanden sich EF-
Tu mit einer Regulation von -6 und Annexin mit einer Regulation von -2. Diese 
beiden Proteine werden daher nicht weiter diskutiert. 
 
Western Blots 
Die Expression von Stathmin war bei den Versuchen des radioaktiven Labellings als 
stark reprimiert aufgefallen. Es ist bekannt, dass Stathmin mehrere posttranslationale 
Modifikationen (PTM) enthält (Muller et al., 1999), weshalb die Reprimierung eines 
Spots im 2D-Gel auch auf PTM und damit Änderungen im Laufverhalten in der IEF 
bzw. der SDS-PAGE zurückzuführen sein könnten. Um alle Stathmin-Isoformen zu 
detektieren, wurden Proteine nach Auftrennung über 2D-Gelelektrophorese mittels 
Western Blot auf eine PVDF-Membran transferiert und mit Antikörpern gegen 
Stathmin behandelt. Sowohl der freundlicherweise von André Sobel (INSERM, Paris) 
zur Verfügung gestellte Antikörper als auch ein kommerziell erhältlicher Antikörper 
der Firma Cell Signaling waren nicht spezifisch, und beide erkannten z.T. bis zu 40 
verschiedene Proteinspezies in 2D-Western Blots von HeLa-Zellen. Ein Antikörper 
der Firma Sigma zeigte ein in Masse und pI-Werten stimmiges Spotmuster. 
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Für die 2D-Western Blot-Versuche wurden 6x 106 HeLa-Zellen wie in Kapitel 2.8.1 
beschrieben für 6 h mit Listeria monocytogenes infiziert. Die infizierten Zellen und 
Kontrollzellen wurden anschließend gewaschen, abgeschabt, zentrifugiert und mit 
Phosphatasehemmern-enthaltenden Lysepuffer aufgeschlossen. Die Proteinextrakte 
wurden mittels Phenol gefällt und über 2D-GE aufgetrennt. Ausschnitte der 2D-Gele 
in den Massenbereichen 10-60 kDa wurden mittels semi-dry Blot auf PVDF-
Membranen übertragen und Stathmin durch den spezifischen Antikörper von Sigma 
nachgewiesen. 
Das 17 kDa Protein Stathmin erscheint durch die bis zu vier Phosphorylierungen in 
mehreren Proteinisoformen, die unterschiedliche pI-Werte (ca. pH 5 - pH 6) und 
überraschend starke unterschiedliche Laufeigenschaften in SDS-Gelen (19-23 kDa) 
besitzen (Muller et al., 1999; Daub et al., 2001). Dadurch entsteht in 2D-Gelen ein 
komplexes Muster an Spots.  
Abbildung 3.11 zeigt Western Blots von Stathmin aus infizierten und nicht-infizierten 
HeLa-Zellen. Es ist eine deutliche Verschiebung des Phosphorylierungsmusters von 
Stathmin in den infizierten Zellen zu erkennen. Durch Vergleich mit Berichten vom 
Laufverhalten der verschiedenen phosphorylierten Isoformen (Muller et al., 1999; 
Daub et al., 2001) sind die entsprechenden Spots als eine zweifach-phosphorylierte 
Isoform (P2) und die dreifach-phosphorylierte Isoform (P3; P-Ser16,25,38) 
identifiziert worden (siehe auch Kapitel 4.2.3). Da nach Daub et al. alle zweifach-
phosphorylierten Stathminspezies in diesem Spot zusammenlaufen, kann aber nicht 
auf einfachem Weg festgestellt werden, welche zweifach-phosphorylierten Formen 
nun in den infizierten Zellen vermehrt vorliegen. 
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Abb. 3.11:  2D-Western Blots von Stathmin aus HeLa-Zellen nach 6 h Infektion mit  
 L. monocytogenes wt (A) und nicht-infizierten Kontrollzellen (B).  
Die vermutliche Spezies P-Ser16,25,38 (linker Pfeil) und die vermutlich doppelt-
phosphorylierte Spezies P2 (rechter Pfeil) sind nach listerieller Infektion induziert. P0, P1, 
P2, P3 und P4 stehen für die entsprechenden Phosphorylierungsstufen von Stathmin. 
 
Für Stathmin wurden mehrere Funktionen propagiert. Es ist durch unterschiedliche 
Phosphorylierungsmuster nach Stimulation durch Wachstumsfaktoren (Daub et al., 
2001) aufgefallen und schon früh als wahrscheinliches Relais in der 
Signaltransduktion (Sobel, 1991) bezeichnet worden. Bekannteste Funktion ist 
jedoch die Mikrotubuli-destabilisierende Wirkung von Stathmin (Belmont and 
Mitchison, 1996). Während der Mitose wird Stathmin an unterschiedlichen Serinen 
phosphoryliert und am Ende des Zellzyklus wieder dephosphoryliert (vergleiche 
Kapitel 1.4.2). Weiterhin wurde gezeigt, dass Ser16 des Stathmin nach EGF-
Stimulation über den Rac/CDC42-Signalweg und die p65PAK-Kinase phosphoryliert 
wird (Daub et al., 2001). Neuere Untersuchungen machen den Rac1-Signalweg und 
die PAK1-Kinase hierfür verantwortlich (Wittmann et al., 2004).  
Eine zunehmende Phosphorylierung von Stathmin nach listerieller Infektion kann 
also auf eintretende Mitose bzw. auf eine Stimulation hinweisen, wie sie sonst durch 
Wachstumsfaktoren vermittelt wird. 
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3.5.3 Untersuchung der Expressionsunterschiede nach listerieller Infektion 
mittels Transkriptommethoden 
 
Um komplementäre Daten zu den Proteomuntersuchungen der Wirtszellantwort auf 
listerielle Infektion zu erhalten, wurde auch eine Transkriptomuntersuchung mittels 
Affymetrix-Microarrays durchgeführt. Zur besseren Vergleichbarkeit mit anderen 
internen Projekten, in denen ebenfalls Transkriptionsanalysen durchgeführt werden 
sollten, wurde das Infektionsprotokoll leicht abgeändert. Die MOI wurde gesenkt und 
nach einer Invasionszeit von 1,5 Stunden wurden die extrazellulären Listerien mit 
Gentamycin getötet, um einen definierten Stimulus zu erhalten.  
Schalen mit 6x106 HeLa-Zellen wurden mit Listeria monocytogenes EGD-e wt mit 
einer MOI von 25 infiziert. Nach 1,5 Stunden wurden extrazelluläre Bakterien durch 
Waschen mit PBS und Zugabe von Gentamycin (5 µg/ml) entfernt. Mit einer 
Kontrollschale nicht-infizierter Zellen wurde gleich verfahren.  
Nach 6stündiger Infektion wurden die Zellen abermals gewaschen und anschließend 
mit TriFast lysiert. Die RNA wurde von Tanja Töpfer in der Array-Facility der GBF 
aufgereinigt und mittels Affymetrix-Chips analysiert. Der hierfür verwendete 
GeneArray (HG_U 133A) enthält Sonden für 22215 verschiedene Transkripte des 
menschlichen Genoms. Abbildung 3.12 zeigt den sogenannten Scatter-Blot der 
Transkripte von L. monocytogenes wt-infizierten vs. nicht-infizierten HeLa-Zellen. Der 
Scatter-Blot zeigt die Mehrzahl der detektierten Transkripte (rot und blau) auf der 
Nullpunktslinie und nur relativ wenige induzierte Gene, was auf eine spezifische 
Antwort schließen läßt. 
 
Tabelle 3.10 zeigt alle 46 induzierten und reprimierten Gene in den Bereichen >+2 
und <-2 der differentiellen Genexpression von L. monocytogenes wt-infizierten HeLa-
Zellen im Vergleich mit nicht-infizierten HeLa-Zellen. Für 3 der 46 Transkripte waren 
die entsprechenden Sonden doppelt auf dem Chip vorhanden und ihre Induktionen 
zeigten eine hohe Konsistenz. Ihre Expressionsänderungen wurden gemittelt. 
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Abb. 3.12:  Scatter-Blot der normalisierten Signalintensitäten der Microarray-Hybridisierungen. 
Abgebildet sind Einzelvergleiche von Hydridisierungen der Transkripte von L. 
monocytogenes wt-infizierten (y-Achse) und nicht-infizierten HeLa-Zellen (x-Achse). Die 
Punkte zeigen die jeweilige Signalintensitäten (x-/y-Achsen), die Stärke der Regulation 
(Linien im Graphen) und die Detektion (Farbcodes) einzelner Transkripte an. Farbcodes 
der Detektion bedeuten: Rot: Present-Present, Blau: Present-Absent bzw. Present-
Marginal, Gelb: Absent-Absent bzw. Absent-Marginal 
 
Durch listerielle Infektion induzierte Gene 
Die höchste Induktion nach listerieller Infektion zeigte mit +6 der Kernrezeptor 
NR4A1 (auch Growth factor inducible nuclear protein N10, TR3 oder NUR77). 
NR4A1 ist an Apoptose, Zellproliferation und an der Zellantwort auf 
Wachstumsfaktoren beteiligt. Nach apoptotischen Stimuli wird er an die 
Mitochondrien dirigiert, wo er die Freisetzung von Cytochrom C und Apoptose 
induziert (Li et al., 2000). Des weiteren zeigten Lin et al., dass es mit BCL2 interagiert 
und eine Konformationsänderung in BCL2 bewirkt, die schließlich zur Apoptose 
führen kann (Lin et al., 2004).  
Die Dual-Specificity Phosphatase DUSP5 (auch: HVH3), die in L. monocytogenes 
infizierten Zellen um den Faktor +5 hochreguliert war, iteragiert mit der ERK1-Kinase. 
Es wird vermutet, dass DUSP5, ähnlich wie andere Dual-Specificity Phosphatasen 
DUSP1 und DUSP2, bei einer Induktion zu einer Deaktivierung der Mitogen- oder 
Stress-aktivierten Proteinkinasen führt und dabei diese Signalwege in ihren Mitogen- 
bzw. Stress-sensitiven Zustand zurückführt (Ishibashi et al., 1994). 
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Tabelle 3.10: Differentielle Genexpression von L. monocytogenes wt infizierten HeLa-Zellen im
  Vergleich mit nicht-infizierten HeLa-Zellen mit einer Regulation von >±2 
Regulation Gen-Name Funktion/Homologie Acc. Nr. 
6 NR4A1 Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 NM_002135.1
6 DUSP5 Dual specificity phosphatase 5 U16996.1 
4 PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2  NM_000963.1
4 MAFF 
V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 
homolog F AL021977 
3 CTGF Connective tissue growth factor M92934.1 
3* CYR61 Cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 NM_001554.1
3 FOSL1 FOS-like antigen 1 BG251266 
3 IER3 Immediate early response 3 NM_003897.1
3 ZFP36 Zinc finger protein 36, C3H type, homolog NM_003407.1
2 TNFAIP3 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 NM_006290.1
2 FOS V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog BC004490.1 
2 PHLDA1 Pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 AA576961 
2 PLAUR Plasminogen activator, urokinase receptor U08839.1 
2 --- --- AL136139 
2 EGR1 Early growth response 1 NM_001964.1
2* BHLHB2 Basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 NM_003670.1
2 --- Homo sapiens cDNA: FLJ22182 fis, clone HRC00953 AA156240 
-2 LIMD1 LIM domains containing 1 NM_014240.1
-2 PPIB Peptidylprolyl isomerase B NM_000942.1
-2 ARPC4 Actin related protein 2/3 complex, subunit 4, 20kDa BE891920 
-2 KNSL1 Kinesin-like 1 NM_004523.2
-2 CNOT3 CCR4-NOT transcription complex, subunit 3 NM_014516.1
-2 RAB1B RAB1B, member RAS oncogene family NM_030981.1
-2 MAZ MYC-associated zinc finger protein NM_002383.1
-2 FOLR1 Folate receptor 1 AF000381.1 
-2 SRD5A1 Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 1  AF113128.1 
-2 MGC2655 Hypothetical protein MGC2655 NM_024339.1
-2 HSPB7 Heat shock 27kDa protein family, member 7 NM_014424.1
-2 SF3A2 Splicing factor 3a, subunit 2, 66kDa L21990 
-2 ADAM15 A disintegrin and metalloproteinase domain 15  AK000667.1 
-2 SSBP3 Single stranded DNA binding protein 3 NM_018070.1
-2 AGRN Agrin AK021586.1 
-2 CEBPA CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha NM_004364.1
-2 LRP16 LRP16 protein NM_014067.2
-2 CACNB2 Calcium channel, voltage-dependent, beta 2 subunit NM_000724.1
-3 FLJ10656 Hypothetical protein FLJ10656 NM_018170.1
-3 LOC51157 LDL induced EC protein NM_016202.1
-3 PLD3 Likely ortholog of mouse phospholipase D3 NM_012268.1
-3 FKBP8 FK506 binding protein 8, 38kDa L37033 
-3 TMPO Thymopoietin AF113682.1 
-3 EHD2 EH-domain containing 2 NM_014601.1
-3 BTBD2 BTB (POZ) domain containing 2 NM_017797.1
-4* TXNIP Thioredoxin interacting protein NM_006472.1
*: Transkript war mehrfach auf dem Chip vorhanden. Die Regulationsdaten wurden gemittelt. 
 
Die Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase PTGS2 (auch COX2) war um den Faktor 
+4 hochreguliert und wurde in mehreren Zusammenhängen beschrieben. So ist sie 
u.a. ein Regulationspunkt für die Synthese von Prostaglandinen. Tsujii et al. zeigten, 
dass eine höhere Expression von PTGS2 zu einer besseren Adhäsion an die 
extrazelluläre Matrix und einer Inhibition der Apoptose via BCL2 führt (Tsujii et al., 
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1998). Des weiteren ist bekannt, dass PTGS2 in entzündetem Gewebe 
überexprimiert wird (Samad et al., 2001). 
MAF, was 4fach hochreguliert wurde, kodiert für einen Transkriptionsfaktor mit einer 
Masse von 17,8 kDa. Wie andere kleine MAF-Proteine, enthält es eine ausgedehnte 
Leucin-Zipper-Struktur. Die MAF-Proteine besitzen eine strukturelle Ähnlichkeit zu 
den Onkogenen FOS, JUN und MYC (Nishizawa et al., 1989), die alle mit „Cell-
Survival“ (dem Überleben der Zelle), Proliferation und Apoptose in Verbindung 
gebracht werden (Levens, 2002; Zhang et al., 2002; Eferl et al., 2003). 
Der „Connective Tissue Growth Factor“ CTGF, der 3fach hochreguliert war, gehört zu 
der Gruppe der sogenannten „immediate-early Genen“, welche nach Induktion mit 
Wachstumsfaktoren und bestimmten Onkogenen exprimiert werden (Kim et al., 
1997). 
CYR61 („Cysteine-Rich, Angiogenic Inducer 61“) war 3fach hochreguliert. Die OMIM-
Datenbank beschreibt Cyr61 als ein sekretiertes, Cystein-reiches, Heparin-bindendes 
Protein, dessen Gen auch zu den sogenannten „immediate-early Genen“ gehört. Es 
ist ein extrazelluläres, Matrix-assoziiertes Signalmolekül, das sowohl die Adhäsion 
durch Interaktion mit Integrin als auch die DNA-Synthese nach Wachstumsfaktor-
Induktion in Endothelzellen erhöht (OMIM-ID: 602369).
Unter den übrigen zwischen +3-+2-fach hochregulierten Genen befinden sich FOS 
und das „FOS-like Antigen“ FOSL1, das die Funktion des „Early-Response-
Regulators“ FOS ersetzen kann (Matsuo et al., 2000). Für den Transkriptionsfaktor 
FOS wird eine Rolle in Signaltransduktion, Zellproliferation und Differentation 
vermutet (Wang et al., 1992). Es wurde gezeigt, dass FOS in neuronalen Zellen 
verantwortlich ist für Signale, die das Überleben der Zelle sichern (Zhang et al., 
2002). Auffallend sind auch das „Immediate-Early Response Gen“ IER3, das zur 
NFκB-Familie gehört und Zellen vor FAS- und TNF-induzierter Apoptose rettet (Wu et 
al., 1998), sowie TNFAIP3, das „Tumor Necrosis Factor-Alpha-inducible Protein 3“, 
das die NFκB-Induktion reduziert und TNF-induzierte Apoptose inhibiert (Lee et al., 
2000). Das „Early-Growth-Response Gen“ EGR1, das eine FOS-ähnliche 
Induktionskinetik nach Mitogenstimulation in Fibroblasten, Epithelzellen und 
Lymphozyten besitzt (OMIM Datenbank: 128990), ist ebenfalls induziert. 
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Durch listerielle Infektion reprimierte Gene 
Die am stärksten reprimierten Gene waren mit dem Faktor -4 TXNIP, das für ein 
Protein kodiert, welches Thioredoxin, den wichtigsten Regulator des Redoxzustandes 
der Zelle, inhibiert (Bodnar et al., 2002) und BTBD2 (-3), für das nur eine Interaktion 
mit der Topoisomerase I bekannt ist (Xu et al., 2003).  
Unter den übrigen zwischen -3-(-2)fach reprimierten Genen findet man FKBP8, das 
für ein BCL2- und BCLXL-interagierendes Protein kodiert. Für FKBP8 wurde 
spekuliert, das es durch Bindung der BCL-Proteine in der mitochondrialen Membran 
Apoptose inhibiert (Shirane and Nakayama, 2003). Außerdem sind RAB35, ein 
Mitglied der Ras-Familie der kleinen GTPasen und ARPC4, die zentrale Untereinheit 
4 des Arp2/3-Komplexes (Robinson et al., 2001), 2fach reprimiert. 
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3.6 Charakterisierung der Wirtszellantwort auf Präsentation von 
Internalin B 
 
In den vorherigen Kapiteln wurde die Untersuchung der Wirtszellantwort auf eine 
listerielle Infektion beschrieben (vergleiche Kapitel 3.5.1 & 3.5.2). Bei den 
Untersuchungen wurde eine zusätzliche Phosphorylierung des Proteins Stathmin 
über 2D-Western Blots festgestellt. Für die Phosphorylierung von Stathmin wurden 
mehrere Kinasen beschrieben (siehe Kapitel 1.4.2), darunter Kinasen des 
Rac/Cdc42-Signalweges (Daub et al., 2001).  
Um die Komplexität des Stimulus auf die Wirtszellen in weiteren Experimenten 
einzuschränken, wurden HeLa-Zellen in späteren Versuchen nur ein listerielles 
Oberflächenprotein präsentiert. Hierfür wurde das am besten charakterisierte 
listerielle Protein InlB ausgewählt, u.a. weil beschrieben worden war, dass es den 
Rac/Cdc42-Signalweg aktivieren kann (Bierne et al., 2001).  
InlB interagiert mit dem Human Growth Factor-Rezeptor Met (siehe Kapitel 1.4.1). 
Durch vergleichende Präsentation von InlB und HGF sollten Unterschiede zwischen 
dem Signalling der beiden Proteine herausgearbeitet und anhand der 
Phosphorylierungsänderungen von Stathmin untersucht werden.  
HeLa-Zellen wurden in 10 cm-Schalen angezogen und bei 70%iger Konfluenz wurde 
ihnen für 24 h das Serum entzogen. Anschließend wurden die Zellen mit PBS 
gewaschen und ihnen für 30 min in Serum-freiem Medium entweder 1,5 nM humanes 
HGF (Sigma) oder 1,5 nM InlB321 präsentiert. Die Zellen wurden anschließend 
gewaschen, abgeschabt, zentrifugiert und mit Lysepuffer in der Gegenwart von 
Phosphatasehemmern aufgeschlossen. Die Proteinextrakte wurden mittels Phenol 
gefällt und über 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. Ausschnitte der 2D-Gele in den 
Massenbereichen 10-60 kDa wurden mittels semi-dry Elektroblot auf PVDF-
Membranen übertragen und Stathmin durch einen spezifischen Antikörper 
nachgewiesen. 
Nach 30minütiger Inkubation mit HGF und InlB321 traten in 2D-Western Blots drei 
spezifische phosphorylierte Stathmin-Isoformen auf, die in den unbehandelten 
Kontrollzellen nicht auftraten (Abb. 3.13). Durch Vergleich mit Berichten vom 
Laufverhalten der verschiedenen phosphorylierten Isoformen (siehe Kapitel 4.2.3) 
(Muller et al., 1999; Daub et al., 2001) kann mit großer Wahrscheinlichkeit davon 
ausgegangen werden, dass eine Isoform die 3fach-phosphorylierte Spezies 
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Stathmin-(P-Ser16, P-Ser25, P-Ser38) darstellt (Abb. 3.13, schwarzer Pfeil), die 
anderen die 3fach-phosphorylierte Spezies Stathmin-(P-Ser25, P-Ser38, P-Ser64) 
(Abb. 3.13, roter Pfeil) und eine 2fach-phophorylierte Spezies P2 (Abb. 3.13, grüner 
Pfeil). 
 
Abb. 3.13:  2D-Western Blots von Stathmin aus HeLa-Zellen nach 30 min Inkubation mit 1,5 nM
 HGF (A), 1,5 nM InlB321 (B) und Kontrolle (C).  
Die vermutliche Spezies P-Ser16,25,38 (schwarzer Pfeil), die vermutliche Spezies P-
Ser25,38,64 (roter Pfeil) und die zweifach-phosphorylierte Spezies P2 (grüner Pfeil) sind 
nach HGF- und InlB-Inkubation induziert. Zudem ist nach InlB-Behandlung eine weitere 
spezifische Stathmin-Spezies zu beobachten (blauer Pfeil).  
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3.7 Untersuchung der Kolokalisierung intrazellulärer Listeria mit der 
Focal Adhesion Kinase  
 
Während der Untersuchung der allgemeinen Wirtszellantwort auf listerielle Infektion 
war das Phosphoprotein Stathmin, das in der Wirtszelle eine Reihe von Funktionen 
inne hat, durch Änderungen seines Phosphorylierungsgrades aufgefallen. Für 
Stathmin war aber auch eine (wenn auch indirekte) Interaktion mit einem listeriellen 
Protein beschrieben worden: Pfeuffer et al. beschrieben, dass das Wirtszellprotein 
LaXp180 mit dem listeriellen Oberflächenprotein ActA interagiert (Pfeuffer et al., 
2000). Für LaXp180 wiederum war eine mögliche Interaktion mit Stathmin gezeigt 
worden (Maucuer et al., 1995). Durch Kolokalisationsexperimente zeigten Pfeuffer et 
al., dass ActA an dem Bakterienpol, der nicht Aktin polymerisiert, sowohl mit 
LaXp180 als auch mit Stathmin kolokalisiert (Pfeuffer et al., 2000).  
Für die Aminosäuresequenz von LaXp180 gibt es mehrere Einträge in der NCBI-
Datenbank. So wurde das Protein u.a. auch noch als Transkriptionsfaktor RB1CC1 
(Chano et al., 2002a) beschrieben und als ein Inhibitor der Focal Adhesion Kinase 
(FAK) (Abbi et al., 2002).  
Die Interaktion von listeriellen ActA mit FAK könnte eine weitere Verbindung von 
Listerien zum Aktin-Zytoskelett und zum intrazellulären Signalling darstellen. Daher 
wurden Kolokalisierungsstudien mit wt Listeria monocytogenes und einer actA-
Deletionsmutante in Zellen, die ein GFP-FAK-Fusionsprotein exprimieren, 
durchgeführt. Dieses Konstrukt wurde freundlicherweise von C. Hauck (Zentrum für 
Infektionsforschung, Würzburg) zur Verfügung gestellt. 
HeLa-Zellen wurden mit einem Plasmid, das die Gensequenz des Fusionsproteins 
GFP-FAK enthält, transfiziert. Nach 20 Stunden konnte die erfolgreiche Transfektion 
der Zellen durch grüne Fluoreszenz der fokalen Adhäsionsregionen beobachtet 
werden. Die Zellen wurden mit L. monocytogenes wt oder mit der listeriellen actA-
Deletionsmutante für 1,5 Stunden infiziert, anschließend wurde mit PBS gewaschen 
und neues Medium mit Gentamycin (5 µg/ml) zugegeben, um extrazelluläre Listerien 
abzutöten. Nach weiteren 3,5 Stunden Inkubation wurden die Zellen fixiert und Aktin 
mittels eines Phalloidin-Alexa568-Konjugates angefärbt. Abbildung 3.14 zeigt eine 
Immunfluoreszenzaufnahme einer mit GFP-FAK-transfizierten und mit L. 
monocytogenes infizierten Zelle.  
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Abb. 3.14:  Immunfluoreszenzmikroskopieaufnahme von mit L. monocytogenes wt infizierten 
 HeLa-Zellen.  
Die HeLa-Zellen sind mit GFP-FAK transfiziert (grün), F-Aktin ist durch ein Alexa568-
Phalloidin-Konjugat rot angefärbt. Die Listerien, die an ihren typischen 'Aktinschwänzen' 
zu erkennen sind, bzw. von Aktin umgeben sind, kolokalisieren nicht mit den Fokalen 
Kontakten bzw. FAK. 
 
Es wurden mehrere infizierte Zellen mittels Immunfluoreszenz analysiert. In keinem 
Fall konnte eine Kolokalisierung von intrazellulären Listerien und der Focal Adhesion 
Kinase beobachtet werden. Eine Interaktion von ActA über LaXp180 mit FAK ist 
daher unwahrscheinlich. 
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4. DISKUSSION 
4.1 Charakterisierung sekretorischer und Zellwand-gebundener 
Proteine von Listeria monocytogenes 
 
Listeria monocytogenes ist ein fakultativ intrazelluläres humanes Pathogen, das ein 
Modellorganismus für die Untersuchung anderer Gram-positiver Bakterien darstellt. 
L. monocytogenes besitzt die besondere Fähigkeit, extreme Umweltbedingungen zu 
überstehen und kann durch einen außergewöhnlichen Infektionszyklus dem 
humoralen Wirtsimmunsystem entkommen. Auch wenn listerielle Infektionen selten 
sind, stellen sie durch ihre hohe Mortalität eine Gefahr für den Menschen dar.  
Die Oberflächen-gebundenen und sekretorischen Proteine von Bakterien erfüllen 
eine Reihe von Funktionen für das Überleben des Organismus in ihrer spezifischen 
Umwelt. Diese Proteine sind an der Zellwanderneuerung, der Nahrungsaufnahme, 
der Zellkommunikation, der Entgiftung und dem Töten von konkurrierenden 
Mikroorganismen in der jeweiligen ökologischen Nische beteiligt. Pathogene 
Bakterien müssen zusätzlich ein ganzes Arsenal an weiteren Faktoren für die 
Adhäsion, Invasion, Proliferation und das Überleben im eukaryontischen Wirt 
besitzen. Die Analyse der sekretorischen Proteine befähigt uns zu der Identifikation 
neuer möglicher Virulenzfaktoren, die für das Überleben des Pathogens während der 
Infektion des Wirtes notwendig sind. 
 
4.1.1 Untersuchung von kovalent-gebundenen Zellwandproteinen von L. 
monocytogenes 
 
Eine Untergruppe der Oberflächen-gebundenen Proteinen von Gram-positiven 
Bakterien bilden die sogenannten LPXTG-Proteine. Diese werden über einen 
spezifischen Mechanismus durch das Enzym Sortase (SrtA) an die 
Diaminopimelinreste der bakteriellen Zellwand kovalent gebunden (für 
Übersichtsartikel siehe: Paterson and Mitchell, 2004).  
Viele der bisher identifizierten LPXTG-Proteine sind wichtige Virulenzfaktoren in 
Streptococci, Staphylococci und Listeria (für Übersichtsartikel siehe: Navarre and 
Schneewind, 1999). So ist für die LPXTG-Proteine Protein A (Sjoquist et al., 1972; 
Sjodahl, 1977) sowie FnbA (Flock et al., 1987) und FnbB (Jonsson et al., 1991) von 
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Staphylococcus aureus eine Interaktion mit Wirtszellproteinen schon lange bekannt. 
Bei Listeria monocytogenes, das mehr LPXTG-Proteine als jedes andere bekannte 
Gram-positive Bakterium besitzt (vgl. Kapitel 1.3) (Glaser et al., 2001), werden alle 
Mitglieder der Internalin-Familie außer InlB (GW-Module) und InlC (sekretiert) über 
LPXTG-Motive an die Zelloberfläche gebunden (Schubert et al., 2001), darunter InlA, 
ein wichtiger Virulenzfaktor für die Invasion in eukaryontische Zellen (Gaillard et al., 
1991). Hinzu kommt, dass sich in der Gruppe der LPXTG-Proteine der größte 
Unterschied zwischen der pathogenen und apathogenen Listeria-Art zeigt: 11 der 41 
LPXTG-Proteine von Listeria monocytogenes sind nicht in Listeria innocua 
vorhanden. Eine Beteiligung weiterer LPXTG-Proteine an der Pathogenität von 
Listeria monocytogenes ist daher wahrscheinlich. 
Die Untersuchung dieser Proteingruppe stellte bisher eine große Herrausforderung 
dar. Die LPXTG-Proteine, da an die Zellwand gebunden, sind nur schwer 
aufzutrennen und werden scheinbar nicht in sehr großen Mengen exprimiert. Selbst 
nach endolytischer Protoblastierung von Listerien durch ein Phagen-Lysozym und 
Mutanolysin konnten diese Proteine nicht im Überstand nachgewiesen werden 
(Schaumburg, 2004). 
Um eine Beteiligung der Sortase A an der kovalenten Verknüpfung der LPXTG-
Proteine an die Zellwand zu zeigen und zur allgemeinen Charakterisierung des 
Subproteoms der kovalent-gebundenen Zellwandproteine, wurden Zellwände von L. 
monocytogenes wt und einer Sortase A-Deletionsmutante (∆srtA) nach Zellaufschluß 
aufgereinigt, nicht-kovalente Proteine durch SDS entfernt und die verbleibenden, 
kovalent verküpften Proteine über MS/MS bzw. LC-MS/MS identifiziert.  
Es konnten an den aufgereinigten Zellwänden 27 Proteine identifiziert werden 
(Tabelle 3.1). Sechs von den im wt identifizierten Proteinen enthielten ein LPXTG-
Signal. Von diesen Proteinen wurde keines in der ∆srtA-Mutante identifiziert, das die 
Beteiligung der Sortase A an der kovalenten Bindung dieser Proteine an die 
Zellwand beweist (Bierne et al., 2002b).  
Vier weitere Zellwandproteine wurden identifiziert. Von diesen fielen besonders SvpA 
(Lmo2185) und Lmo2186 auf, beides strukturell ähnliche Proteine und hypothetische 
Fe3+-(NEAr)-Transporter (Andrade et al., 2002). Da sie in allen Präparationen 
vorhanden waren, wurde schon früh eine kovalente Bindung an die Zellwand 
vermutet. Für SvpA konnte kürzlich auch gezeigt werden, dass es durch die Sortase 
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B, ein Homolog der Sortase A, über ein NXZTN-Signal an das Peptidogylcan 
gebunden wird (Bierne et al., 2004).  
Die anderen Proteine, die in beiden Stämmen identifiziert wurden, sind größtenteils 
stark hydrophobe cytosolische Proteine, die in großen Mengen vorkommen und 
deshalb vermutlich als Kontaminationen in den Präparationen vorhanden waren. 
Von den sechs identifizierten LPXTG-Proteinen ist nur InlA näher charakterisiert 
worden (Gaillard et al., 1991; Mengaud et al., 1996). Lmo0130 besitzt eine 5'-
Nukleotidase-Domäne, Lmo0514 eine Homologie zu der Internalin-Familie und 
Lmo1666 eine Cadherin/Hyalin-Domäne. Lmo2714 verfügt über keine bekannte 
Domänenstruktur und besitzt Lmo0880 eine Collagen-bindende Domäne (alle 
Domänenvorhersagen durch InterPro, EBI).  
 
Die hier vorliegenden Ergebnisse stellen die erste erfolgreiche Untersuchung der 
schwer zu charakterisierenden LPXTG-Proteine mittels Proteommethoden dar. Die 
identifizierten Proteine enthalten putative Domänen, die - wie die Collagen-bindende 
Domäne von Lmo0880 oder die Cadherin-Domäne von Lmo1666 - eine Beteiligung 
dieser Proteine an der Pathogenität von L. monocytogenes wahrscheinlich macht 
und ihre funktionelle Charakterisierung erfordert. Eine weitere Untersuchung mit 
neueren, sensitiveren Methoden wie Nano-LC-MS/MS wird vermutlich zu der 
Identifikation noch weiterer Mitglieder dieser Proteingruppe beitragen. 
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4.1.2 Untersuchung der sekretorischen Proteine von L. monocytogenes 
 
Sekretorische Proteine pathogener Bakterien sind an vorderster Front hinsichtlich der 
Interaktion mit dem Wirt. Dementsprechend wurden in den letzten Jahren die 
Überstandsproteine von verschiedenen Pathogenen wie Mycobacterium tuberculosis 
(Jungblut et al., 1999; Rosenkrands et al., 2000), Helicobacter pylori (Bumann et al., 
2002), Streptococcus pylori (Lei et al., 2000) und Staphylococcus aureus (Ziebandt et 
al., 2001) untersucht. Die sekretorischen Proteine von L. monocytogenes waren 
bisher noch nicht erforscht worden, obwohl L. monocytogenes eines der am besten 
untersuchten Gram-positiven Pathogene ist, das der Nahrungsmittelindustrie 
erhebliche Probleme bereitet und einen Modellorganismus für andere Gram-positive 
pathogene Bakterien darstellt. Diese Arbeit präsentiert eine weitreichende 




Durch eine bioinformatische Untersuchung des listeriellen Genoms konnte die 
Vorhersage der putativ sekretierten Proteine verbessert werden. Die bioinformatische 
Vorhersage, die nur so gut wie die experimentellen Daten sein kann, auf denen die 
Programme basieren, bietet eine Möglichkeit der Validierung für die experimentelle 
Untersuchung des Sekretoms. Die Einteilung der Proteine in Klassen, je nachdem, 
durch wie viele Programme eine Sekretion vorhergesagt wurde, schaffte eine 
Wahrscheinlichkeits-abhängige Verteilung der Proteine. Die meisten der Proteine 
erscheinen in den Klassen 7 - 5 und besitzen daher mit großer Sicherheit ein 
Sekretionssignal. In den Klassen 3 und 4, die bekannte Oberflächenproteine wie 
MurA (3) und InlB (4) enthielten, waren nur noch wenige putativ exportierte Proteine 
(vergleiche Tabelle 3.2) und es ist zu erwarten, dass in diesen Klassen auch 
Falschpositive vorhanden sein können. Durch das Einbeziehen der Transmembran-
Domänen und der hypothetischen Funktionen der Proteine, konnte jedoch eine Liste 
an Proteinen erarbeitet werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit sekretiert werden. 
 
Die ursprüngliche Liste des Europäischen Listeria Konsortiums (Glaser et al., 2001), 
die durch das Programm SignalP erstellt worden war, sagte 86 Proteine vorher. Von 
diesen 86 Proteinen wurden 10 Proteine als entweder Oberflächen-gebunden oder 
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nicht sekretorisch identifiziert (Anhang, Tabelle 8.2). Durch den neuen Ansatz 
konnten 121 Proteine identifiziert werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit sekretiert 
werden. Darunter sind 45 Proteine, für die bisher kein SP vorhergesagt wurde. Von 
diesen 45 Proteinen wurden 6 im Kulturüberstand mittels Proteommethoden 
detektiert, darunter MurA, für das ein Sekretionssignal bereits experimentell 
bewiesen worden ist (Carroll et al., 2003). 
 
2D-Gelelektrophorese und LC-MS von sekretorischen Proteinen 
 
Die beiden Proteommethoden 2D-GE und HPLC-MS/MS komplementieren sich in 
ihren Möglichkeiten. 2D-GE ist besonders für die Analyse posttranslationaler 
Modifikationen (PTM) und prozessierter Proteine geeignet. Auch lassen sich mit 2D-
GE bis zu 10.000 Proteinspezies auftrennen (Klose, 1999) und diese mit 
Fluoreszenzfarbstoffen quantifizieren. Nur basische, stark hydrophobe, sehr kleine 
und sehr große Proteine können schlecht mit der 2D-GE untersucht werden. LC-
MS/MS wiederum ist schnell, einfach und sensitiv und nicht abhängig von der 
Proteingröße, -basizität oder -hydrophobizität. Für komplexere Proben ist der 
Trennraum von LC-MS/MS jedoch zu gering. Ebenso schwierig sind die Analyse von 
PTM und die Quantifizierung. Zwar sind in den letzten Jahren mehrere 
Entwicklungen für die Quantifizierung mittels LC-MS präsentiert worden, aber keine 
der vorhandenen Techniken war für die Untersuchung des listeriellen Sekretoms 
anwendbar. ICAT (Gygi et al., 1999) beispielsweise konnte nicht verwendet werden, 
da die sekretorischen Proteinen von Listeria nur wenige Cysteine enthalten. Der 
Mass-coded abundance tag (MCAT) (Cagney and Emili, 2002) wiederum, bei dem in 
einer der beiden Probe alle Lysine zu Homoargininen derivatisiert werden, wodurch 
die Massen von Lysin-haltigen Peptiden um 42 Da verschoben werden, erwies sich 
in der Massenspektrometrie als sehr schwer zu interpretieren. Versuche mit 
Aminosäuren, die stabile Isotope enthalten, wie sie bei der Markierung mit stabilen 
Isotopen (SILAC) (Ong et al., 2002) verwendet werden, sind für bakterielle Kulturen 
zu teuer. Deshalb wurde in unserem Labor eine neue Diskontinuierliche 
Expressionsanalyse (DEA) entwickelt, durch die eine Quantifizierung der Proteine 
über LC-MS/MS-Identifikation von Verdünnungsreihen der Proteingemische möglich 
ist. 
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Insgesamt konnten durch 2D-GE und LC-MS/MS 54 Proteine von L. monocytogenes 
mit einen vorhergesagten Sekretionssignal identifiziert werden. Die bioinformatische 
Analyse ergab 121 sekretierte Proteine. Es muß davon ausgegangen werden, dass 
unter den hier gewählten Kulturbedingungen immer nur ein Teil der Proteine 
exprimiert wird. Hinzu kommen die Proteine, die nur in geringen Mengen exprimiert 
werden und durch die gewählten Methoden nicht detektierbar sind. Es wurden jedoch 
alle bekannten primären Virulenzfaktoren (siehe Einleitung, Kapitel 1.1.1) mit einem 
Sekretionssignal identifiziert, was die Bedeutung dieses Subproteoms und die 
Verlässlichkeit des gewählten Ansatzes beweist.  
Überraschend waren die großen Mengen Zellwand- bzw. Membran-gebundener 
Virulenzfaktoren im Kulturüberstand. Von diesen sind nur Hly, PlcA, PlcB, Mpl und 
InlC 'rein sekretorische' Proteine, d.h. sie besitzen kein Retentionssignal und erfüllen 
ihre Aufgaben im extrazellulären Milieu. InlA, InlB und ActA sollten jedoch über ein 
LPXTG-Motiv, ein GW-Modul bzw. einen hydrophoben Anker an die Zelloberfläche 
gebunden werden. Die Anwesenheit dieser Faktoren im Überstand könnte durch die 
Freisetzung nach Zellwandumbau oder durch zusätzliche Funktionen im Sekretom 
erklärt werden. Für InlA, das über ein LPXTG-Motiv kovalent an die Zellwand 
gebunden wird, und für den Aktinnukleator ActA wurden bisher keine Funktionen für 
die freigesetzte Formen beschrieben. Für freigesetztes InlB ist berichtet worden, 
dass es über die GW-Module an den Wirtszellrezeptor gC1q-R bindet und dadurch 
eine Met-gestützte Phagozytose unterstützt (Marino et al., 2002). Auch die Bindung 
von InlB an Met wird durch die GW-Module, die das Protein sonst in der Zellwand 
verankern, verstärkt (Banerjee et al., 2004). 
Insgesamt wurden 6 von 9 im Genom vorhergesagten Proteinen mit GW-Modulen im 
Kulturüberstand identifiziert. Offenbar ist diese Proteinfamilie durch die Interaktion 
ihrer GW-Domänen mit der Lipoteichonsäure an der Zelloberfläche nur schwach 
gebunden und wird zu einem großen Teil in das Medium freigesetzt. Die 
kontinuierliche Freisetzung dieser Proteine könnte ein ausgeklügelter Mechanismus 
für die kontrollierte Abgabe von Effektorproteinen sein.  
Zusätzlich zu den primären Virulenzfaktoren wurden weitere Proteine identifiziert, für 
die ein Einfluß auf die Pathogenität von Listeria beschrieben wurde: LpeA (Lmo1847) 
wurde als Invasin vorgeschlagen (Reglier-Poupet et al., 2003b), OppA (Lmo2196), 
ein Teil eines Oligopeptid-bindenden Proteins, hat einen Einfluß auf intrazelluläres 
Überleben der Listerien (Borezee et al., 2000) und Auto (Lmo1076) besitzt eine 
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autolytische Aktivität, die für eine effektive Infektion notwendig ist (Cabanes et al., 
2004). 
Außer den bekannten Proteinen wurde auch eine große Gruppe mit 17 Proteinen 
unbekannter Funktion im Kulturüberstand identifiziert. Von diesen besitzen 7 kein 
vorhergesagtes Sekretionssignal, darunter LmaA (Antigen A, Lmo0118), ein Protein, 
das eine spezifische Hypersensitivitätsantwort in Mäusen auslöst, die gegen Listeria 
immun sind. Für LmaA wurde eine extrazelluläre Lokalisation bereits gezeigt 
(Gohmann et al., 1990). 
Überraschenderweise konnten viele kleine Proteine im Kulturüberstand identifiziert 
werden, obwohl diese üblicherweise durch die geringe Anzahl an tryptischen 
Fragmenten schwerer durch massenspektrometrische Verfahren zu detektieren sind. 
30 der gefundenen Überstandsproteine von Listeria monocytogenes sind <20 kDa. 
Diese kleinen Proteine sind von Interesse, da sie über spezifische Sekretionswege 
wie den kürzlich für Gram-positive Bakterien beschriebenen ESAT-6-Sekretionsweg 
(Gey Van Pittius et al., 2001; Pallen, 2002) in das Medium gelangen könnten. 
Insgesamt besitzen 51 der identifizierten Proteine des Sekretoms kein 
Sekretionssignal. Bei der Untersuchung anderer Überstandsproteome wie 
beispielsweise die von B. subtilis (Antelmann et al., 2001) oder H. pylori (Jungblut et 
al., 1999) waren ähnliche Mengen an Proteinen mit vorhergesagter cytosolischer 
Lokalisation identifiziert worden. Um festzustellen, welche der cytosolischen Proteine 
aufgrund von Zelllyse in den Überstand gelangt sein könnten, wurde eine 
Proteomanalyse des Gesamtzelllysates von L. monocytogenes durchgeführt und die 
25 häufigsten Proteine bestimmt (Anhang, Abb. 8.3), wozu auch Enolase, EF-Tu, 
GroEL und DnaK gehörten. Lenz et al. zeigten jedoch, dass Enolase, EF-Tu, GroEL 
und DnaK sowie Oberflächenproteine wie OppA und Ami spezifisch durch den 
SecA2-Sekretionsweg (Lmo0583) (Lenz and Portnoy, 2002) exportiert werden 
können (Lenz et al., 2003) und dieser dadurch einen Einfluß auf die listerielle 
Virulenz ausübt. Das listerielle secA2-Gen besitzt eine putative PrfA-Bindestelle und 
wurde bereits als Bestandteil der listeriellen Membran identifiziert (Elmar Fischer, 
GBF, Braunschweig, persönliche Mitteilung). Wie SecA2 diese Proteine ohne 
Signalsequenz exportiert, ist unbekannt. 
Auch die Superoxid-Dismutase (Sod), die keine Signalsequenz besitzt, wird über 
SecA2 exportiert, wie kürzlich für M. tuberculosis beschrieben wurde (Braunstein et 
al., 2003). Es wurde vermutet, dass Sod die Bakterien gegen die oxidative Attacke 
 
4. DISKUSSION               111
von Makrophagen schützt (Braunstein et al., 2003). Für L. monocytogenes, das bei 
der Phagozytose kurzfristig im Phagolysosom einer oxidativen Umgebung ausgesetzt 
ist, wäre ein ähnlicher Mechanismus denkbar. 
Für mehrere cytosolische Proteine wird eine weitere Funktion im extrazellulären 
Milieu diskutiert ('Moonlighting Proteins') (Jeffery, 1999; Jeffery, 2003). So ist 
beispielsweise Enolase mehrerer pathogener Mikroorganismen in der Lage, 
humanes Plasminogen zu binden (Pancholi and Fischetti, 1998; Bergmann et al., 
2001; Jong et al., 2003; Sha et al., 2003), das eine Rolle bei der Adhäsion an 
Wirtszellen spielen könnte. Signal für den Export der Enolase ist möglicherweise eine 
kovalente Modifikation durch ihr Substrat 2-Phospho-Glycerat, wie kürzlich für die 
Enolase aus E. coli gezeigt wurde (Boel et al., 2004).  
Ein sehr überraschendes Ergebnis war die Detektion von 5 hypothetischen Sensoren 
und Transkriptionsregulatoren im Kulturüberstand von L. monocytogenes wt, wobei 
ein weiterer Regulator (Lmo0790) im Medium der ∆prfA-Mutante identifiziert werden 
konnte. Von diesen Regulatoren besitzen drei ein Sekretionssignal (Lmo0443, 
Lmo1061, Lmo2518). Transkriptionsregulatoren an der Zelloberfläche sind wichtig für 
die Signaltransduktion und die Zellantwort. Sie reagieren auf unterschiedlichste 
Umwelteinflüsse und sind wichtige Elemente in der Interaktion mit dem Wirt 
(Kreikemeyer et al., 2003). Auch die gefundenen Regulatoren könnten von 
Wichtigkeit für die listerielle Virulenz sein. So besitzt Lmo0443, ein hypothetischer 
LytR-Regulator, Ähnlichkeiten zu dem Regulator MsrR (alle Homologievergleiche 
durch Blast und das Programm InterPro, European Bioinformatic Institute; Apweiler 
et al., 2000; Mulder et al., 2003). MsrR beeinflußt die zelluläre Antwort auf Zellwand-
aktive Antibiotika und die Expression von Virulenzfaktoren in Staphylococcus aureus 
(Rossi et al., 2003). Lmo2518 besitzt ebenfalls eine LytR-Domäne, während 
Lmo1061 die höchste Homologie zu einer Sensor-Histidin-Kinase aus B. anthracis 
aufweist. Lmo2795 besitzt Ähnlichkeiten zu dem Transkriptionsregulator RpiR von E. 
coli, der an der Steuerung des Ribosemetabolismus beteiligt ist (Sorensen and Hove-
Jensen, 1996), und Lmo0526 besitzt Homologien zu einem Transkriptionsaktivator 
von sogenannten Multidrug-Efflux-Transporter-Genen in B. halodurans. Damit stellen 
die identifizierten Regulatoren eine weitere Gruppe an Proteinen, die für die listerielle 
Pathogenität wichtig sein könnte. 
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Identifikation PrfA-regulierter Gene 
 
Die Produkte PrfA-abhängiger Gene sind für die Pathogenität von L. monocytogenes 
von besonderer Bedeutung. Der Unterschied zwischen dem wt und der prfA-
Deletionsmutante ist auf dem Protein-Level in Gesamtzellextrakten bemerkenswert 
gering, wie in 2D-Gelen gezeigt werden konnte (Anhang, Abb. 8.3 & 8.4). Am 
augenscheinlichsten wird der Unterschied im Subproteom der Zellwand-gebundenen 
Proteine (Daten nicht gezeigt) und im Kulturüberstand, der in dieser Arbeit untersucht 
wurde.  
Es konnte eine positive PrfA-Regulation für alle primären Virulenzfaktoren gezeigt 
werden, was die Verlässlichkeit der Daten beweist. Auch Internalin C (InlC), für das 
eine Beteiligung an der listeriellen Infektion in Mausexperimenten gezeigt werden 
konnte (Domann et al., 1997) und für das es in der apathogenen Art L. innocua kein 
Ortholog gibt, wird durch PrfA stark hochreguliert (Abb. 3.3).  
Es konnten zusätzlich für weitere Proteine im Kulturüberstand PrfA-abhängige 
Expressionsunterschiede bestimmt werden (Tab. 3.5). Die Anwesenheit eines 
Proteins im extrazellulären Milieu nach Deletion eines Transkriptionsregulators hängt 
jedoch nicht nur direkt von der Expression ab. Auch indirekt kann die Deletion durch 
Repression oder Modulation spezifischer Transporter, Signalpeptidasen oder 
Proteasen Einfluß auf die Anwesenheit im Überstand nehmen. Hinzu kommt, dass 
sich nach Deletion eines Gens die Proteinzusammensetzung im Sekretom auch 
durch Kompensationseffekte ändern kann. Daher kann nicht unterschieden werden, 
ob die unterschiedlichen Mengen PrfA-regulierter Proteine im Überstand aufgrund 
von Expressionsänderungen oder unterschiedliche Translokation zustande kamen.  
Die durch PrfA-hochregulierten Überstandsproteine haben einen Einfluß auf 
Zellwandauf- und -abbau, Substrattransport, Peptidasen- und Proteasenaktivität, 
transkriptionelle Regulation und Sensing. Diese Funktionen sind alle von besonderer 
Wichtigkeit für pathogene Bakterien und die erfolgreiche Infektion des Wirtes und die 
PrfA-Abhängigkeit zeichnet diese Proteine als potentielle neue Virulenzfaktoren aus. 
 
Die höchsten positiven Regulationen wurden nach den bekannten Virulenzfaktoren 
für ein putatives Adhäsin (Lmo0153), für Lmo1715, ein Protein unbekannter 
Funktion, für das Penicillin-bindende Protein Lmo2754, für die GW-Module 
enthaltende, putative Muramidase Lmo2591, für MurA und für OppA identifiziert. Alle 
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diese Proteine besitzen vorhergesagte Sekretionssignale, aber nur Lmo2591 besitzt 
eine potentielle PrfA-Bindestelle. Es ist nicht bekannt, ob die anderen Proteine direkt 
oder indirekt durch PrfA reguliert werden. Erste Analysen der listeriellen 
Membranfraktionen weisen jedoch darauf hin, dass SecA2 positiv PrfA-abhängig ist 
(Elmar Fischer, persönliche Mitteilung) und mindestens eines der hochregulierten 
Proteine (OppA) wird durch SecA2 transloziert (Lenz et al., 2003). 
Nur zwei Proteine (FbaA und Ctc) sind in geringerer Menge im Kulturüberstand des 
wt - verglichen mit dem Überstand der ∆prfA-Mutante - vorhanden. Für die 
entsprechenden Gene wurde zwar bisher keine PrfA-Abhängigkeit beschrieben, es 
konnte jedoch kürzlich durch Transkriptionsanalyse eine σB-Abhängigkeit gezeigt 
werden (Kazmierczak et al., 2003). Weiterhin ist beschrieben worden, dass das PrfA- 
und das σB-Regulon eng mit einander verbunden sein könnten. So zeigten Sokolovic 
et al., dass die Expression der primären Virulenzfaktoren durch Stress wie Hunger, 
hohe Zelldichte und Hitzeschock ansteigt (Sokolovic et al., 1993). Nadon et al. 
zeigten, dass einer der beiden Promotoren des prfA-Gens σB-abhängig ist (Nadon et 
al., 2002). Auch für die Internaline A-E wurde kürzlich eine σB-abhängige Expression 
beschrieben (Kazmierczak et al., 2003), womit die detektierte Expression der 
Internaline in der ∆prfA-Mutante erklärt werden könnte. 
Für die Teilgruppe der primären Virulenzfaktoren stimmen die in dieser Arbeit 
gezeigten Daten mit den veröffentlichten Transkriptionsdaten (Michel et al., 1998; 
Milohanic et al., 2003) überein. Die Daten des Proteom- und des 
Transkriptionsansatzes unterscheiden sich jedoch für alle anderen Gene. Mögliche 
Gründe hierfür sind die unterschiedlichen Kulturbedingungen (BHI bzw. 
Minimalmedium) und die unterschiedlichen Wachstumsphasen, in denen die Zellen 
geerntet wurden. Ebenso könnte die indirekte Regulation der sekretorischen Proteine 
über den Transport eine Rolle spielen. 
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Identifikation Listeria monocytogenes-spezifischer Proteine 
 
Listeria monocytogenes und Listeria innocua sind zwei nah verwandte Arten (88 % 
Homologie), die sich in ihren Lebensstilen deutlich unterscheiden können. Während 
L. innocua ein apathogenes Bodenbakterium ist, kann L. monocytogenes in 
Menschen wie Tieren lebensbedrohliche Krankheiten auslösen. Die Verfügbarkeit 
dieser zwei verwandten Arten, die sich in der Pathogenität unterscheiden, bewirkte 
die Genomsequenzierung beider Organismen durch das Europäische Listeria 
Konsortium (Glaser et al., 2001), die bemerkenswerte Unterschiede zwischen den 
Arten aufdeckte. Die hier gezeigte Analyse komplementiert nun diese Arbeit für das 
Subproteom der Kulturüberstände. 
Der zuerst durchgeführte Vergleich der Gesamtzellextrakte von L. monocytogenes 
und L. innocua offenbarte eine bemerkenswerte Ähnlichkeit der beiden Spezies 
(Anhang, Abb. 8.3 & 8.5). Die Verschiedenheit der beiden Arten manifestiert sich am 
stärksten in den Oberflächen- und Kulturüberstandsproteomen.  
Beide Listeria-Arten translozierten ungefähr die gleiche Anzahl und die gleiche 
Menge an Protein in das extrazelluläre Milieu. Für beide Spezies konnten ungefähr je 
100 Proteine identifizert werden, wobei rund die Hälfte dieser Proteine von beiden 
sekretiert wurden. Die andere Hälfte war jeweils spezifisch für die pathogene und die 
apathogene Art. 16 Proteine, deren orthologen Gene in L. innocua nicht vorhanden 
sind, wurden im Überstand von L. monocytogenes identifiziert. Diese Proteine sind 
von großem Interesse, da alle primären Virulenzfaktoren Teil dieser Gruppe sind. Für 
einige weitere Proteine dieser Gruppe wie Internalin H (Raffelsbauer et al., 1998) 
oder Auto (Lmo1076) (Cabanes et al., 2004) wurde bereits ein möglicher Einfluß auf 
die Pathogenität von Listeria beschrieben.  
Ebenso in dieser Gruppe sind Proteine wie Lmo1666, ein 184 kDa großes 
Oberflächenprotein, das eine putative Cadherin-Domäne besitzt. Dieses Protein ist 
besonders interessant, da die Adhäsion von Pathogenen an die Wirtszellen einer der 
wichtigsten Schritte zu Beginn einer Infektion ist. Das Teichonsäure-Biosynthese 
Protein GgaB könnte ebenfalls an der Virulenz beteiligt sein, da Teichonsäure mit 
InlB interagiert (Jonquieres et al., 1999) und bei der Adhäsion von Staphylococcus 
epidermis an Wirtszellen von Bedeutung ist (Hussain et al., 2001). Die Sensor-
Histidin-Kinase Lmo1061 ist besonders hervorzuheben, da es der einzige Zwei-
Komponenten-Sensor ohne Ortholog in L. innocua ist (Glaser et al., 2001). Für 
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mehrere andere bakterielle Zwei-Komponenten-Histidin-Kinasen wurde bereits eine 
Beteiligung an der Pathogenität gezeigt (Throup et al., 2000; Autret et al., 2003). 
Außerdem wurden zwei kleine Proteine (Lmo1125 und Lmo2410) ohne Ortholog in L. 
innocua gefunden, die keine Ähnlichkeit zu bekannten Protein besitzen. 
Der Vergleich der Kulturüberstände von L. monocytogenes und L. innocua zeigte in 
der Gruppe der Zellwand-gebundenen und sekretorischen Proteine einen großen 
Unterschied. 20 dieser Proteine (einschließlich Virulenzfaktoren) von L. 
monocytogenes konnten nicht in L. innocua identifiziert werden, während für L. 
innocua 8 Proteine dieser Gruppe spezifisch waren. Andererseits exprimierte L. 
innocua unter den experimentellen Bedingungen wesentlich mehr Proteine von 
Phosphotransferase-Systemen (PTS), obwohl das Genom von L. monocytogenes für 
deutlich mehr PTS-Proteine kodiert (Glaser et al., 2001). Ähnliches gilt für die 
Flagellenproteine, die bei L. innocua, aber nicht bei L. monocytogenes identifiziert 
wurden. Flagellenproteine werden in L. monocytogenes nur bei niedrigeren 
Temperaturen (<25°C) exprimiert (Peel et al., 1988).  
L. monocytogenes sekretierte mehr Proteine für die Adaption an die Umgebung als L. 
innocua. Hierzu gehören u.a. die hypothetische Sulfatase/Phosphatase Lmo0644 
und das putative Kälteschockprotein Lmo2016. Mit Proteinen aus dieser Gruppe 
kann sich L. monocytogenes vermutlich schneller auf wechselnde 
Umweltbedingungen einstellen. 
Spezifisch für das L. monocytogenes Sekretom waren auch die Proteine der Pur-
Familie. Die Rolle dieser eigentlich cytosolischen Proteine des 
Nukleotidmetabolismus im Kulturüberstand ist von Interesse, da bereits beschrieben 
wurde, dass in intrazellulären Listerien die Expression von PurH und PurD erhöht 
wird (Klarsfeld et al., 1994).  
Interessanterweise wurden 7 Proteine des Kohlenhydratmetabolismus spezifisch im 
Überstand von L. innocua gefunden. Solche in großen Mengen im Cytosol 
vorkommenden glykolytischen Proteine wie Enolase (Bergmann et al., 2001; 
Bergmann et al., 2003; Schaumburg et al., im Druck) oder Glyceraldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase (Pancholi and Fischetti, 1992; Modun and Williams, 1999), 
aber auch Stressproteine wie GroEL (Maguire et al., 2002) sind als sogenannte 
'schwarzarbeitende' Proteine (moonlighting proteins) beschrieben worden (Jeffery, 
1999; Jeffery, 2003). Für diese Proteine wurde aufgrund ihrer Bindung zu Plasmin 
und Plasminogen ein Einfluß auf die Pathogenität diskutiert. In dieser Arbeit konnte 
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jedoch keinerlei Spezifität für die Anwesenheit dieser Proteine für die pathogene 
Spezies detektiert werden. Zwar könnten diese Proteine durch Zelllyse in das 
Medium und an die Zelloberfläche gelangen, andere Arbeiten zeigten jedoch, dass 
beispielsweise SecA2 an der Sekretion von Proteinen wie GroEL, DnaK, EF-Tu oder 
Enolase beteiligt sein könnte (Lenz et al., 2003). Auch die Beobachtung, dass 
Enolase aus E. coli sekretiert wird, wenn sie durch ihr Substrat modifiziert wurde 
(Boel et al., 2004), spricht für eine spezifische Sekretion. Mit Sicherheit wird in den 
nächsten Jahren die Diskussion, ob die Anwesenheit der cytosolischen Proteine im 
Überstand von biologischer Bedeutung ist, weitergeführt werden.  
Die Vielzahl der Proteine, die ohne klassisches Sekretionssignal außerhalb der Zelle 
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4.2 Charakterisierung der Wirtszellantwort auf Infektion mit Listeria 
monocytogenes 
 
Das Bakterium L. monocytogenes gehört zu den am besten charakterisierten Gram-
positiven Pathogenen. Viele bakterielle Faktoren, die dem Bakterium ein Überleben 
in den unterschiedlichen Nischen ermöglichen, und die T-Zellimmunität sind gut 
untersucht. Über die unmittelbare Wirtszellantwort auf listerielle Invasion und 
Infektion, die bisher nur mittels Transkriptomics (Cohen et al., 2000; Baldwin et al., 
2003) untersucht wurde, ist jedoch wenig bekannt.  
 
4.2.1 Einfluß der experimentellen Bedingungen auf die Analyse der 
Wirtszellantwort 
 
Ziel der Proteomuntersuchungen von infizierten eukaryontischen Zellen war es, 
sowohl einen umfassenden Überblick über Veränderungen in der Wirtszelle auf dem 
Proteinlevel zu erhalten als auch interessante Proteine für weitere Untersuchungen 
zu identifizieren. Als analytisches System wurde die 2D-Gelelektrophorese gewählt, 
da durch sie eine große Zahl an Proteinen aufzutrennen und dadurch ein guter 
Überblick zu erhalten ist. Für die Beurteilung der Veränderungen im Wirtszellproteom 
ist die Qualität der 2D-Gele von entscheidender Bedeutung. Auf die Qualität der 2D-
Gele hatten mehrere Parameter Einfluss, die im folgenden diskutiert werden:  
Die Lyse der Zellen in Quelllösung, die anschließend direkt für die IEF verwendet 
wurde, war nur für kleine Zellmengen (<106 Zellen) wie bei der 35S-Autoradiographie 
praktikabel. Der Aufschluß größerer Zellzahlen (z.B. aus Ø10 cm Petrischalen) in 
Quelllösung führte zu einer schlechten Fokussierung, vermutlich aufgrund der großen 
Mengen an Salzen und DNA aus den lysierten Zellen. Daher wurden bei größeren 
Zellenmengen die Proteine mit 1% Igepal oder Triton X-100 extrahiert. Diese beiden 
Detergenzien lassen bei dieser Konzentration die Zellkernmembran intakt, wodurch 
DNA mit den Zellkernen durch Zentrifugation entfernt werden kann. Die Extraktion 
führte jedoch zu einer Verschlechterung der Reproduzierbarkeit, da immer nur ein 
Teil des Gesamtproteins extrahiert werden kann.  
Aus den Extrakten liessen sich die Proteine durch Fällung aufreinigen, wobei die 
Phenolfällung der TCA-Fällung vorgezogen wurde, da sie zu deutlich weniger 
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Streifenbildung während der IEF führte. Bei der Benutzung von Phosphatase-
inhibierendem NaF konnte ohnehin nur mit Phenol gefällt werden, da sonst flüchtiges 
HF entstanden wäre.  
Ebenso führte die Benutzung einer modifizierten Quelllösung (Hoving et al., 2002), 
die 10% Isopropanol und 5% Glycerin enthielt, zu einer Verbesserung der 
Fokussierung. Grund hierfür war vermutlich eine Verringerung des 
Elektroendoosmotischen Flusses, eines aktiven Wassertransportes während der IEF, 
der zu schlechten Fokussierungsergebnissen im Randbereich der Gelstreifen und 
damit zu Streifen im 2D-Gel führen kann (Hoving et al., 2002).  
 
In den Versuchen dieser Arbeit wurden die Zellen für je 6 Stunden mit L. 
monocytogenes infiziert. Dieser Zeitraum wurde gewählt, da in Transkriptsversuchen 
eine starke Induktion von Genen nach 2-4 Stunden Infektion mit L. monocytogenes 
festgestellt worden war (Cohen et al., 2000; Baldwin et al., 2003). Apoptose, Nekrose 
oder Lyse der Zellen war zu diesem Zeitpunkt durch mikroskopische Überprüfung 
nicht zu erkennen. Der gewählte Zeitraum für die Infektionsdauer stellt jedoch nur ein 
spezifisches Proteom der Wirtszellantwort dar. Möglicherweise wäre durch Zellernte 
an anderen Zeitpunkten ein größerer Unterschied auf der Proteinebene zu erkennen 
gewesen. So könnten Änderungen auf der Ebene der posttranslationalen 
Modifikationen sehr viel schneller (innerhalb der ersten 30 min) und Änderungen auf 
dem Expressionslevel in einem späteren Zeitrahmen stattfinden. 
In ersten Experimenten wurde die Infektion durch L. monocytogenes wt mit der 
Infektion durch eine ∆actA- bzw. eine ∆prfA-Mutante verglichen. Hierzu wurde eine 
MOI von 50 verwendet. Dies ist ein relativ hoher Wert, der aber zu einer 
Infektionsrate von ca. 80% aller Zellen durch L. monocytogenes wt führte. Auf dem 
Proteomlevel bedeutet das, dass eine Überexpression eines Proteins von 4 auf den 
2D-Gelen einer Überexpression von 5 in den infizierten Zellen entsprach.  
Die Infektionsrate der ∆actA-Mutante, die nicht fähig ist, sich in der Wirtszelle 
fortzubewegen und über Sekundärinfektionen Nachbarzellen zu infizieren, betrug nur 
ca. 25%. Dies macht eine Identifizierung regulierter Proteine sehr schwer, weshalb 
auf weitere Versuche mit der ∆actA-Mutante verzichtet wurde.  
Um den spezifischen Unterschied zwischen Stressantwort auf extrazelluläre 
Bakterien und Antwort auf Invasion zu identifizieren, wurden zusätzliche 
Infektionsexperimente mit der ∆prfA-Mutante als Kontrolle durchgeführt. Wie durch 
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Immunfluoreszenzexperimente bestätigt werden konnte, adhärierten die Bakterien 
des prfA-Deletionsstammes zwar an die Zellen, drangen aber aufgrund der geringen 
Expression der Virulenzfaktoren nicht ein (Daten nicht gezeigt). Zusätzlich wurde ihre 
extrazelluläre Lokalisation dadurch bewiesen, dass sie durch Zugabe von 
Gentamycin abgetötet wurden. Dies befindet sich im Widerspruch zu Baldwin et al., 
die beschrieben, dass eine prfA-Deletionsmutante zur Invasion in Caco2-Zellen 
befähigt sei (Baldwin et al., 2003).  
Die verwendeten Proteinextraktionen bzw. das Gesamtzelllysat der eukaryontischen 
Zellen, wurden benutzt, um einen möglichst breiten Überblick über die Änderungen 
im Wirtszellproteom zu erhalten. Die Analyse so komplexer Proben ist in der 2D-GE 
jedoch noch immer problematisch, da die Gesamtmenge an Protein, die auf ein Gel 
aufgetragen werden kann, begrenzt ist und sie sich hauptsächlich auf hoch-
exprimierte Proteine verteilt, die zum größten Teil selbst nicht Teil von 
Signaltransduktionsketten sind. Signaltransduktion wird in der Regel durch niedrig-
exprimierte Proteine realisiert, die durch die in großen Mengen vorhandenen Proteine 
'überdeckt' werden und aufgrund ihrer eigenen geringen Konzentration nicht durch 
Gelfärbung bzw. Massenspektrometrie nachgewiesen werden können. Eine 
Beschränkung auf eine Subfraktion wie es z.B. für die Plasmamembran (Foster et al., 
2003), die Mitochondrien (Mootha et al., 2003; Taylor et al., 2003) oder Zellkerne 
(Schirmer et al., 2003) gezeigt wurde, oder aber die Affinitätsreinigung von speziellen 
Proteinuntergruppen wie den Phosphoproteinen (Oda et al., 2001; Zhou et al., 2001) 
hätte wahrscheinlich weitere Unterschiede aufgedeckt. 
 
4.2.2 HeLa-Zellen zeigen eine geringe Wirtszellantwort auf listerielle Invasion 
 
Während der Untersuchungen der Wirtszellantwort auf listerielle Invasion wurden 
differentiell regulierte Proteine mit drei unterschiedlichen Methoden nachgewiesen: (i) 
Nachweis der neusynthetisierten Proteine durch 35S-Autoradiographie, (ii) Nachweis 
durch Färbung des Gesamtproteoms durch RuBPS und (iii) Nachweis des 
Phosphoproteoms durch ProQ. Induzierte Gene wurden durch eine 
Transkriptionsanalyse identifiziert.  
Die Ergebnisse der Proteomanalysen lassen den Schluß zu, dass infizierte HeLa-
Zellen wenig auf translationaler Ebene während der ersten Stunden der Infektion 
reagieren. Es konnten weder besonders starke Änderungen der Neusynthese noch 
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des Abbaus von Wirtsproteinen identifiziert werden. Einige Änderungen konnten auf 
der Ebene der Phosphorylierungen erkannt werden. Es ist daher wahrscheinlich, 
dass eukaryontische Zellen in erster Linie auf der posttranslationalen Ebene auf eine 
Invasion durch L. monocytogenes reagieren, vermutlich auch, weil dies die schnellste 
Möglichkeit zur Signaltransduktion darstellt.  
Für die Untersuchung des Phosphoproteoms wurde der Fluoreszenzfarbstoff ProQ 
eingesetzt, der eine nicht-radioaktive Alternative zu 32P bzw. 33P-Autoradiogrammen 
darstellt. Die Spezifität dieses Farbstoffes wurde gezeigt, da für mindestens 18 der 
24 identifizierten Proteine in der Literatur schon Phosphorylierungen beschrieben 
worden sind. Die Sensitivität von ProQ ist jedoch nur wenig höher als die von 
RuPBS, weshalb auch in ProQ-gefärbten Gelen von Gesamtzellextrakten, Proteine in 
niedriger Kopienzahl durch die in großer Menge vorliegenden phosphorylierten 
Strukturproteine überdeckt werden. Wie schon in Kapitel 4.2.1 beschrieben, müßten 
Subproteome bzw. biochemische Fraktionen der eukaryontischen Zellen generiert 
werden, um Signalproteine wie Kinasen identifizieren zu können.  
Auch auf der Ebene der Transkription scheinen die Auswirkungen einer listeriellen 
Invasion gering wie erste Ergebnisse zeigten. Nur 43 Gene waren nach 6 Stunden 
mehr als 2fach induziert oder reprimiert. Dieses Ergebnis stimmt aber mit 
Beobachtungen anderer Transkriptionsanalysen infizierter Zelllinien überein (Cohen 
et al., 2000, Baldwin et al., 2002). Aber nicht nur die geringe Anzahl induzierter 
Gene, sondern auch die geringe Stärke der Induktionen überraschte. Cohen et al., 
die THP1-Zellen für ihren Transkriptionsassay benutzten sahen z.T. Induktionen von 
über 100. Dies ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass sie mit THP1 eine zum 
Immunsystem gehörende Monozytenzelllinie benutzten. Baldwin et al., die mit Caco2 
eine Epithelzelllinie verwendeten, berichteten nur von geringen Induktionen, die sich 
mit denen in dieser Arbeit gezeigten Daten vergleichen lassen.  
Die geringe Wirtszellantwort in Epithelzellen lässt vermuten, dass es für Listeria 
möglich ist, die Wirtszellreaktion auf Invasion gering zu halten. Hierdurch wäre 
Listeria monocytogenes befähigt, Entzündungssignale zu minimieren und sich 
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4.2.3 Stathmin wird durch listerielle Invasion und Internalin B spezifisch 
phosphoryliert 
 
Nachdem Stathmin bei den ersten Autoradiogrammen von infizierten Wirtszellen als 
stark reprimiert aufgefallen war, wurde dieses 17 kDa große Protein näher 
untersucht. Stathmin ist ein Phosphoprotein mit vier bekannten 
Phosphorylierungsstellen (Ser16, 25, 38, 63) und wurde als Relaisprotein der 
Signaltransduktion beschrieben (Sobel, 1991). Es besitzt eine Mikrotubuli-
destabilisierende Aktivität, die durch Phosphorylierung inhibiert wird (Marklund et al., 
1996). 
Pfeuffer et al. berichteten, dass intrazelluläre Listeria monocytogenes über ActA mit 
dem Wirtsprotein LaXp180 interagieren, das wiederum an Stathmin binden kann 
(Pfeuffer et al., 2000). Das 180 kDa große LaXp180, dessen genaue Lokalisation in 
der Zelle unklar ist, wurde kurze Zeit später von anderen Gruppen als ein im Zellkern 
lokalisierter Transkriptionsfaktor RB1CC1 (Chano et al., 2002a) bzw. als FIP200 
beschrieben, das über mehrere Domänen an die Focal Adhesion Kinase (FAK) 
bindet und diese inhibiert (Abbi et al., 2002).  
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die FAK und intrazellulären 
Listerien nicht direkt interagieren. Für andere invasive Pathogene wie Y. 
pseudotuberculosis wurde eine Aktivierung der FAK, die an vielen wichtigen 
zellulären Prozessen beteiligt ist (Schlaepfer et al., 1999), durch bakterielle Faktoren 
beschrieben (Alrutz and Isberg, 1998). Eine solche Aktivierung könnte auch für 
Listeria monocytogenes der Fall sein und durch eine Untersuchung der listeriellen 
Invasität in FAK-/--Zellen bzw. die Analyse des Phosphorylierungsstatus von FAK in 
invasierten Wirtszellen aufgeklärt werden. 
 
Nach 6stündiger listerieller Infektion liegt Stathmin höher-phosphoryliert vor als in 
nicht-infizierten Zellen wie durch Western Blotting detektiert werden konnte (Abb. 
3.10). Durch Vergleich mit publizierten Daten aus 2D-Gelen und 2D-Western Blots 
liessen sich die einzelnen Stathminisoformen gut identifizieren (Abb. 4.1). Induziert 
sind die zweifach-phosporylierten Spezies, die sich nicht gelelektrophoretisch 
auflösen lassen und die dreifach-phosphorylierte Isoform P-Ser16, 25, 38, für die 
schon eine Induktion in Hep2-Zellen nach EGF-Stimulation gezeigt wurde (Daub et 
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Abb. 4.1:  Vergleich von publizierten 2D-Phosphorylierungsmustern und dem erhaltenen 
Muster nach 30minütiger InlB-Stimulation.  
Ein Muster von Stathminisoformen aus einem 2D-Gel gefolgt von MS-Analyse (I) (Muller 
et al., 1999), ein Schema nach Untersuchung von 2D-Western Blots, die mit Antikörpern 
gegen spezifische phosphorylierte Stathminisoformen behandelt wurden (II) (Daub et al., 
2001) und ein 2D-Western Blot nach InlB-Stimulation aus dieser Arbeit (III) (zur besseren 
Veranschaulichung wurde dieses Bild in der Vertikalen gestreckt), lassen sich gut 
miteinander vergleichen. 
 
Die Stimulation von Kulturzellen mit EGF führt zu einer Phosphorylierung von 
Stathmin über den Rac/Cdc42-Signalweg (Daub et al., 2001). Die nach listerieller 
Infektion detektierte Phosphorylierung könnte also möglicherweise auf eine 
Wachstumsfaktor-induzierte Aktivierung von Rac/Cdc42 zurückzuführen sein. Eine 
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Aktiverung von Rac wurde auch schon nach Bindung von InlB an den Met-Rezeptor 
beschrieben (Bierne et al., 2001). InlB, ein listerielles Oberflächenprotein, das über 
GW-Module im Peptidoglycan verankert ist, liegt zu einem nicht unerheblichen Teil 
als frei löslicher Virulenzfaktor im Medium vor, wie Ergebnisse des ersten Teils dieser 
Arbeit zeigten, aber auch schon früher beschrieben wurde (Jonquieres et al., 1999). 
Tatsächlich führten gezielte Induktionsexperimente mit InlB321 oder HGF nach 
30minütiger Stimulation zu einer stärkeren Induktion der höherphosphorylierten 
Spezies von Stathmin. Sowohl die dreifach-phosphorylierten Spezies P-Ser16, 25, 38 
und P-Ser25, 38, 63, als auch die zweifach-phosphorylierten Isoformen sind im 
Vergleich zu nicht-behandelten Kontrollzellen induziert (Abb. 3.12). Das 
Phosphorylierungsmuster von Stathmin unterscheidet sich nach HGF- und InlB-
Stimulation nur in einer vermutlich zweifach-phosphorylierten Isoform, die nur nach 
InlB-Präsentation zu beobachten ist. Dies zeigt, dass InlB für einen Teil der 
Wirtszellantwort auf listerielle Infektion verantwortlich gemacht werden kann und trotz 
der Ähnlichkeit des InlB- und HGF-vermittelten „Signallings“ geringe Unterschiede 
nach HGF- bzw. InlB-Induktion existieren. 
Die Phosphorylierung von Stathmin wurde für mehrere zelluläre Prozesse 
beschrieben und eine ganze Reihe von Kinasen wurden dafür verantwortlich 
gemacht. So führt eine Stimulation von Kulturzellen mit EGF zu spezifischen 
Phosphorylierungen an Ser16 durch den Rac/Cdc42-Signalweg (Daub et al., 2001). 
Ser25 wird über Raf und MAP/ERK phophoryliert (Lovric et al., 1998) und 
osmotischer Stress (Parker et al., 1998) sowie chemischer Stress und Hitzeschock 
(Beretta et al., 1995) führen zu Phosphorylierung an Ser25 und Ser38 durch die MAP 
Kinase p38. Oxidativer Stress und Induktion der Apoptose durch „Very-low Density 
Lipoprotein“ wiederum führen zu einer Dephosphorylierung an Ser25 (Yamashita et 
al., 2002). Für die Phosphorylierung von Ser16 und Ser63, die zur Inaktivierung der 
Mikrotubuli-destabilisierenden Aktivität von Stathmin führt, wurde eine cAMP-
abhängige Proteinkinase verantwortlich gemacht (Gradin et al., 1998) und während 
des Zellzyklus wird Stathmin mehrmals an den verschiedenen Serinen phosphoryliert 
(Brattsand et al., 1994; Luo et al., 1994).  
Die Phosphorylierungen von Stathmin könnten also auf Stress durch die listerielle 
Infektion zurückzuführen sein. Das gleichartige Phosphorylierungsmuster nach HGF- 
und InlB-Stimulation impliziert jedoch, dass Listeria monocytogenes über InlB eine 
Wachstumsfaktor-ähnliche Antwort in den Wirtszellen auslöst und keine 
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Stressantwort. Ein HGF-ähnliches Signalling nach InlB-Stimulation war schon vorher 
beschrieben worden (Bierne et al., 2001; Bierne and Cossart, 2002a). So wird 
beispielsweise sowohl nach InlB- (Bierne et al., 2001) als auch nach HGF-Stimulation 
(Royal et al., 2000) die kleine GTPase Rac aktiviert. 
 
Rac ist zumeist an Aktincytoskelettveränderungen beteiligt (für Übersichtsartikel 
siehe: Burridge and Wennerberg, 2004). Für migrierende Zellen (Wittmann and 
Waterman-Storer, 2001; Wittmann et al., 2003) und in Lamellipodien (Waterman-
Storer et al., 1999) wurde aber auch ein Zusammenspiel von Rac, Aktin- und 
Mikrotubulicytoskelett beschrieben. Das Signalling von Rac kontrolliert auch die 
Veränderungen des Mikrotubulicytoskeletts, die bei der Internalisierung von Yersinia 
pseudotuberculosis in nicht-professionell phagozytierenden Zellen entstehen (McGee 
et al., 2003). 
Bei der Phagozytose spielen die Mikrotubuli ebenso wie das Aktincytoskelett eine 
wichtige Rolle bei der Bildung der Pseudopodien, die zur Umschließung des zu 
phagozytierenden Partikels führen. Innerhalb der Zelle werden Phagosomen - wie 
Endosomen - entlang der Mikrotubuli Richtung Zellkern transportiert bis sie auf 
Lysosomen treffen und mit diesen fusionieren (für Übersichtsartikel siehe: Harrison 
and Grinstein, 2002).  
Die Phosphorylierung von Stathmin bei listerieller Infektion und die daraus 
resultierende stabilisierende Wirkung auf die Mikrotubuli könnte ein wichtiger Prozess 
bei der Invasion bzw. Phagozytose von Listerien sein. So ist eine listerielle Invasion 
in Zellen stark reduziert, wenn die Mikrotubuli durch Colchicin und Nocodazol 
destabilisiert werden (Kuhn, 1998). Auch sind mehrere Pathogene bei der 
intrazellulären Fortbewegung, bei der Verbreitung in andere Zellen und dem 
Transport von sekretierten Effektorproteinen in der Wirtszelle von Mikrotubuli 
abhängig (für Übersichtsartikel und Referenzen siehe: Yoshida and Sasakawa, 
2003).  
Daher ist die Beteiligung des Mikrotubulicytoskeletts an der Phagozytose von L. 
monocytogenes wahrscheinlich und Mikrotubuli könnten eine bisher unbekannte 
Rolle bei der listeriellen Invasion spielen. 
 
Die spezifische Phosphorylierung von Stathmin an Ser16 durch die p21-aktivierte 
Kinase (Pak) (Wittmann et al., 2004) bzw. durch p65-Pak (Daub et al., 2001) über 
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den Rac-Signalweg, könnte aber auch eine andere Bedeutung haben. 
Phosphorylierung von Ser16 inhibiert die Mikrotubuli-destabilisierende Aktivität von 
Stathmin (Wittmann et al., 2004), die eine Voraussetzung für die Einleitung der 
Mitose ist (Kuntziger et al., 2001). Stathmin, für das schon früher eine 
Phosphorylierung als Antwort auf Wachstums- und Differentiationsfaktoren gezeigt 
wurde (Doye et al., 1990), ist weiterhin an mitotischen Prozessen durch die 
Interaktion mit der KIS-Kinase ('kinase interacting with stathmin') beteiligt (Maucuer 
et al., 1995; Maucuer et al., 1997), die über Phosphorylierung des Cyclin-abhängigen 
Kinaseinhibitors p27Kip1 die Zellzyklusprogression reguliert (Boehm et al., 2002). 
Ein Einfluß auf Signalkaskaden der Mitose durch die von Listeria induzierte 




Abb. 4.2:  Stathmin, ein Relaisprotein zwischen Mikrotubuli, Aktincytoskelett und Zellzyklus.  
Stathmin wird nach Wachstumsfaktorstimulation an Ser16 über Rac/Cdc42 und an Ser25 
über MAPK/ERK phosphoryliert. Außerdem phosphorylieren es Cdc2 an Ser38 und 
cAMP-abhängige Kinasen an Ser63. Phosphorylierung von Stathmin inhibiert seine 
Mikrotubuli-destabilisierende Aktivität und könnte damit einen Einfluß auf die Cytoskelett-
veränderungen während der listeriellen Invasion besitzen. Weiterhin könnte durch die 
listerielle Invasion phosphoryliertes Stathmin durch Bindung an die KIS-Kinase und p27Kip1 
den Zellzyklus regulieren.  
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4.2.4 Hinweise auf Induktion von anti-apoptotischen Signalwegen in Wirtszellen 
nach Invasion durch L. monocytogenes 
 
Viele intrazelluläre Pathogene können die Apoptose der Wirtszellen verhindern, um 
Entzündungssignale zu minimieren und dem humoralen Immunsystem zu 
entkommen. Nicht nur Viren, die befallene Wirtszellen anti-apoptotische Faktoren 
produzieren lassen können (Clem, 2001; Lee et al., 2001), sondern auch mehrere 
bakterielle Pathogene können - durch Aktivierung von NFκB - Apoptose verhindern 
(Wahl et al., 2003; Yanai et al., 2003). Auch in den Experimenten zur Untersuchung 
der Wirtszellantwort nach listerieller Infektion fiel auf, dass Proteine bzw. Gene 
induziert waren, deren Funktion mit der Mitose, der Anti-Apoptose oder dem 
Zellzyklus in Verbindung gebracht werden konnte.  
L. monocytogenes induziert Apoptose in Hepatozyten (Rogers et al., 1996), 
Lymphozyten (Merrick et al., 1997) und dendritischen Zellen (Guzman et al., 1996). 
Für Makrophagen wurde jedoch ein nicht-apoptotischer Zelltod der Wirtszellen 
beschrieben (Barsig and Kaufmann, 1997). Verantwortlich für die Induktion der 
Apoptose wird das sekretierte Protein Listeriolysin (Hly) gemacht (Guzman et al., 
1996; Carrero et al., 2004). Allerdings wurde beschrieben, dass Hly im Wirtscytosol 
schnell aufgrund einer PEST-Sequenz abgebaut wird (Decatur and Portnoy, 2000). 
In L. monocytogenes-infizierten Zellen wird aber auch die Immunantwort durch 
Aktivierung des NFκB-Weges induziert (Hauf et al., 1994; Hauf et al., 1997; Kayal et 
al., 1999; O'Riordan et al., 2002; Baldwin et al., 2003). Aktivierung von NFκB kann 
den Zelltod über Induktion von anti-apoptotischen Genen wie den zellulären 
Apoptoseinhibititoren verhindern (cellular inhibitors of apoptosis, c-IAPs), die direkt 
an Caspasen binden und diese inhibieren (für Übersichtsartikel siehe: Karin and Lin, 
2002). So induzieren Helicobacter pylori (Yanai et al., 2003) und Chlamydia 
pneumoniae (Wahl et al., 2003) den NFκB-Signalweg und verhindern durch 
Aktivierung von c-IAP2 Apoptose. Ebenso inhibieren Chlamydia trachomatis (Dean 
and Powers, 2001) oder Neisseria gonorrhoeae (Binnicker et al., 2003) Apoptose 
und mit diesen Bakterien infizierte Zellkulturen sind weniger empfänglich für 
Staurosporin- oder Etoposid-induzierte Apoptosestimuli. 
Verantwortlich für die Induktion von NFκB und anti-apoptotischer Signalwege könnte 
das Oberflächenprotein InlB sein. InlB induziert NFκB in Makrophagen (Mansell et 
al., 2000) über die Aktivierung von Ras, Phosphoinositid-3-Kinase (PI-3) und Akt 
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(Mansell et al., 2001). Akt ist ein wichtiger Regulator/Inhibitor der Apoptose (für 
Übersichtsartikel siehe: Hemmings, 1997; Fresno Vara et al., 2004).  
Bei der Aktivierung dieser Signalwege imitiert InlB offensichtlich den 
Wachstumsfaktor HGF, die beide an den gleichen Rezeptor binden. HGF ist auch in 
der Lage, NFκB zu induzieren, und Induktion von NFκB ist essentiell für HGF-
induzierte Proliferation (Muller et al., 2002; Yao et al., 2004). Weiterhin aktiviert HGF 
auch die PI-3-Kinase und Akt und führt dadurch zu einem anti-apoptotischen 
„Signalling“ (Xiao et al., 2001; Okano et al., 2003; Ozaki et al., 2003; Schulze-
Bergkamen et al., 2004).  
Das Wachstumsfaktor-ähnliche „Signalling“ durch InlB führt offenbar auch zu einer 
Induktion der Mitose. Bei den Autoradiographieexperimenten waren hnRPK, eine 
Proteasomuntereinheit und Stathmin induziert. HnRPK wurde als Wachstumsfaktor-
induziert (Mandal et al., 2001) und das Proteasom als Zellzyklusregulator (Adams, 
2003) beschrieben. Für Stathmin ist die Phosphorylierung nach Wachstumsfaktor-
Stimulation (Doye et al., 1990) und während der Mitose bekannt (Andersen et al., 
1997; Mistry et al., 1998; Mistry and Atweh, 2002) (siehe auch Kapitel 4.2.3). Auch 
die durch ProQ-Experimente identifizierte starke Phosphorylierung von Keratin 8 wird 
während der Mitose (Liao et al., 1997; Toivola et al., 2002) und durch EGF-
Stimulation (Ku and Omary, 1997) induziert.  
Vorläufige Daten aus Transkriptionsversuchen weisen ebenso auf eine Induktion 
anti-apoptotischer Gene hin. So führt der „Connective tissue growth factor“ (CTGF) 
zu Anti-Apoptose, ohne jedoch die Mitose zu aktivieren (Gygi 2003). Das „Tumor 
Necrosis Factor (TNF)- Alpha-inducible Protein 3“ reduziert eine NFκB-Induktion und 
inhibiert ebenso wie das „Immediate-Early Response Gen“ IER3 TNF-induzierte 
Apoptose (Wu et al., 1998; Lee et al., 2000). Das „FOS-like Antigen“ ist ein 
vermutlicher Transkriptionsregulator und gehört ebenso zu den „Early-Response-
Genen“ (Matsuo et al., 2000), wie das „Early Growth Response Gen“ EGR1, das 
auch durch HGF induziert wird (Recio and Merlino, 2003) und die RelA-Untereinheit 
von NFκB (Chapman and Perkins, 2000) sowie Apoptose inhibiert (Huang et al., 
1998; Adamson and Mercola, 2002). 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass einige der experimentellen Daten auf eine 
Induktion von anti-apoptotischen und mitotischen Signalwegen nach listerieller 
Infektion hinweisen. Die Einleitung der Mitose überrascht etwas, doch wird auch 
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durch diese die Apoptose inhibiert. Für die Inhibition der Apoptose während der 
Zellteilung konnten Li et al. das Protein Survivin verantwortlich machen (Li et al., 
1998). Diese Induktion der Wirtszellantwort, die der einer Wachstumsfaktor-
vermittelten sehr ähnlich ist, könnte auf das listerielle Oberflächenprotein InlB 
zurückzuführen sein, das ein ähnliches Signalling wie HGF verursacht (Bierne and 
Cossart, 2002a). Außerdem könnte sich L. monocytogenes hierdurch einen wichtigen 
Vorteil verschaffen, indem es intrazellulär verbleiben und so dem humoralen 
Immunsystem entkommen könnte.  
 
 
Abb. 4.3:  Die in dieser Arbeit gezeigten, durch InlB bzw. Listeria monocytogenes induzierten 
Gene und Proteinphosphorylierungen (in orange).  
Nach Bindung von InlB an Met bzw. nach listerieller Invasion werden das Proteasom und 
hnRPK auf unbekannte Weise induziert. Die Early-Response-Gene Fos, TNFα-IP3, EGR1 
und IER3 werden vermutlich durch den Ras/Akt/NFκB-Weg aktiviert und könnten für die 
Anti-Apoptose der Zelle verantwortlich sein. Keratin 8 und Stathmin könnten infolge von 
mitotischen Prozessen phosphoryliert werden. Stathmin könnte aber auch über den 
Rac/Cdc42-Weg phosphoryliert werden, das einen Einfluß auf die Mikrotubuli während 
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4.3 Ausblick 
 
Die in dieser Arbeit identifizierten LPXTG-Proteine und die in den 
Sekretomuntersuchungen identifizierten PrfA-abhängigen und L. monocytogenes-
spezifischen Proteine stellen eine Gruppe von neuen putativen Virulenzfaktoren dar. 
So sind beispielsweise in der Gruppe der LPXTG-Proteine, einer bisher nur schlecht 
zugänglichen Proteinuntergruppe, mit Lmo1666 und Lmo0880, die eine 
hypothetische Cadherin- bzw. eine Collagen-bindende Domäne besitzen, zwei 
Proteine identifiziert worden, die aufgrund ihrer möglichen Beteiligung an der 
Wirtszelladhäsion einer näheren Untersuchung bedürfen. Eine Untersuchung von 
isogenen Deletionsmutanten der betreffenden Gene im Infektionsmodell würde die 
Einflüsse dieser Proteine auf die Pathogenität offen legen.  
Die Identifizierung weiterer PrfA-abhängiger Virulenzfaktoren könnte zu einer 
Verbesserung der Weight-Matrix der PrfA-Bindestelle genutzt werden, um die 
Vorhersage von direkt PrfA-regulierten Genen zu verbessern. Des weiteren sollte die 
PrfA-abhängige Expression von Genen ohne putative PrfA-Bindestelle überprüft 
werden und untersucht werden, über welche Faktoren das PrfA-Regulon die 
Expression dieser Gene steuert. Hierbei ist der Sigmafaktor für die generelle 
Stressantwort, σB, der wahrscheinlichste Kandidat ,und eine Untersuchung der 
beiden Regulons könnte Einsichten in die transkriptionelle Kontrolle der 
Virulenzfaktoren geben. 
Die Identifizierung vieler als nicht-sekretorisch vorhergesagter Proteine im 
Kulturüberstand erfordert eine intensive Untersuchung der listeriellen 
Sekretionswege. Von Interesse ist, durch welche Kanäle die Proteine transloziert 
werden, denn für keinen der bekannten listeriellen Sekretionswege außer SecA2 
(Lenz et al., 2003) sind hierzu Untersuchungen angestellt worden. Weiterhin müsste 
untersucht werden, welche Proteine durch Zelllyse in den Überstand gelangen. 
Hierbei könnte eine zeitaufgelöste Untersuchung der Dynamik der Zelllyse anhand 
von Markerproteinen hilfreich sein. 
Die Untersuchung der Wirtszellantwort auf listerielle Infektion ergab verschiedene 
Hinweise, die einer weiteren Untersuchung bedürfen. So erfordert die 
Phosphorylierung des Mikrotubuli-bindenden Proteins Stathmin nach Infektion mit L. 
monocytogenes und nach Stimulation mit InlB oder HGF eine weitere Analyse der 
upstream Kinasen mittels zellbiologischen Methoden. Weiterhin sollte untersucht 
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werden, inwieweit Mikrotubuli bei der listeriellen Invasion in Wirtszellen eine Rolle 
spielen. Dies könnte einerseits durch Immunfluoreszenzmikroskopie, andererseits 
über spezifische Inhibitoren der Mikrotubuli-Dynamik geschehen. Die Untersuchung, 
inwieweit Stathmin als Relais (Sobel, 1991) für intrazelluläre Signaltransduktion 
während der listeriellen Infektion dient, könnte mit Zelllinien, in denen Stathmin 
entweder deletiert wurde bzw. die Phosphorylierungsstellen mutiert wurden, 
durchgeführt werden. 
Ebenfalls einer weiteren Untersuchung bedarf das ähnliche Wirtszellsignalling nach 
Stimulation durch InlB und HGF. Die Mimikry eines Wachstumsfaktors durch ein 
bakterielles Protein ist ein bisher einzigartiger Prozess. Proteine wichtiger 
Signalwege müssten auf deren Aktivierung nach Stimulation mit HGF bzw. InlB mit 
zellbiologischen Methoden untersucht werden. Hierbei gilt außerdem zu untersuchen, 
ob es einen Unterschied im „Signalling“ von löslichem bzw. an die Zelloberfläche-
gebundenem InlB gibt. Eine weitere Möglichkeit zur Untersuchung von HGF- bzw. 
InlB-stimulierten Zellen wäre die Analyse des Phosphoproteoms, insbesondere das 
der Plasmamembran. Der Vergleich von Transkriptionsdaten nach HGF- oder InlB-
Stimulation bzw. nach Infektion mit L. monocytogenes sollte ebenfalls durchgeführt 
werden.  
Eine mögliche Konsequenz der ähnlichen Wirkungsweise von InlB und HGF könnte 
die Induktion von anti-apoptotischen Signalwegen in der Zelle sein, die Listeria 
monocytogenes Schutz vor dem humoralen Immunsystem geben würde. Mit 
zellbiologischen Methoden könnte die Aktivierung spezifischer Schlüsselproteine 
anti-apoptotischer Signalwege analysiert werden sowie die unterschiedliche Toleranz 
von infizierten bzw. HGF/InlB-stimulierten Zellen auf Apoptose-auslösende 
Substanzen wie Etoposid untersucht werden. 
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In der hier vorliegenden Dissertation wurden zwei für das Humanpathogen L. 
monocytogenes wichtige Subproteome sowie die Wirtszellantwort auf Invasion 
dieses Pathogens mit Methoden der Funktionellen Genomanalyse untersucht. 
Für die Untersuchungen wurde die Gel-lose Proteomanalyse mittels LC-MS/MS 
etabliert. Mit dieser Methode gelang erstmals, das schwer zugängliche Subproteom 
der kovalent-gebundenen Zellwandproteine von L. monocytogenes zu untersuchen 
und 6 LPXTG-Proteine wurden identifiziert. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 
diese für die Pathogenität von Listeria monocytogenes wichtige Proteinklasse über 
das Enzym Sortase A an das Peptidoglycan verknüpft wird (Bierne et al., 2002b) 
Einen weiteren Teil dieser Arbeit bildete die Untersuchung der sekretorischen 
Proteine von Listeria monocytogenes. Durch einen bioinformatischen Ansatz wurden 
121 Proteine als sekretiert vorhergesagt und die ursprüngliche Vorhersage der 
Genomannotierung (Glaser et al., 2001), die nur 86 Proteine identifizierte, erheblich 
verbessert. Die schon für die LPXTG-Proteine erfolgreich verwendetete Gel-lose 
Proteommethode der LC-MS/MS wurde auch für dieses Subproteom verwendet. In 
Kombination mit 2D-Gelelektrophorese wurden 105 Proteine identifiziert, darunter 
alle primären Virulenzfaktoren, das die Bedeutsamkeit dieses Subproteoms 
unterstreicht. 
Allen primären Virulenzfaktoren von L. monocytogenes sind zwei Eigenschaften 
gemein: sie werden durch den Transkriptionsregulator PrfA positiv reguliert und ihre 
jeweiligen Gene sind in der apathogenen Art L. innocua nicht vorhanden. Zur 
Identifikation neuer Virulenzfaktoren wurden deshalb die Kulturüberstandsproteine 
des wt und einer prfA-Deletionsmutante untersucht. Durch diesen Vergleich konnte 
die PrfA-abhängige Expression der primären Virulenzfaktoren bestätigt werden und 
13 weitere putativ PrfA-regulierte Proteine identifiziert werden. 
Der Vergleich der Überstandsproteine der apathogenen Art L. innocua mit L. 
monocytogenes zeigte die unterschiedliche Adaption der beiden Spezies an ihre 
jeweilige Umgebung. Neben den 8 primären Virulenzfaktoren wurden 8 weitere 
Proteine identifiziert, die ebenfalls keine orthologen Gene in der apathogenen Art L. 
innocua besitzen.  
Die neuen als PrfA-abhängig identifizierten und L. monocytogenes-spezifischen 
Proteine sind Faktoren, die aktiv oder modulierend auf die Pathogenität von L. 
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monocytogenes wirken könnten, und stellen nun die Basis für weitere 
Untersuchungen dar.  
 
Nach der Untersuchung der sekretorischen Proteine, die ein wichtiges Subproteom 
für die Interaktion mit dem Wirt darstellen, wurden Proteom- und 
Transkriptionsuntersuchungen von mit L. monocytogenes infizierten Zelllinien 
durchgeführt. Hierzu wurden die differentielle Expressionsanalyse und die 
Phosphoproteomanalyse von eukaryontischen Zellextrakten etabliert.  
Bei Proteom- und ersten Transkriptionsuntersuchungen von infizierten HeLa-Zellen 
wurden mehrere Hinweise gefunden, dass während der listeriellen Invasion anti-
apoptotische Signalwege in den Wirtszellen induziert sein könnten. Das Überleben 
der Zellen böte L. monocytogenes Schutz vor dem humoralen Immunsystem und 
wäre ein wichtiger Vorteil bei der Infektion. 
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das Mikrotubuli-destabilisierende Protein 
Stathmin durch Infektion mit Listerien spezifisch phosphoryliert und damit inhibiert 
wird. Die Vermutung, dass für diese Phosphorylierung die Aktivierung des 
Wirtsrezeptors Met durch das Oberflächenprotein InlB verantwortlich ist, konnte 
durch die Präsentation von rekombinaten InlB und des natürlichen Liganden von Met, 
HGF, bestätigt werden. 
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Forschungszentrum Jülich, Grundlagen der 
Proteinsekretion 
http://www.hprd.org/  Human Protein Reference Database 
http://www.affymetrix.com Affymetrix Homepage 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/  OMIM-Datenbank der NCBI 
7. DANKSAGUNG  160 
7. DANKSAGUNG 
 
Ich möchte mich herzlich bei Prof. Jürgen Wehland für die Möglichkeit meine 
Doktorarbeit in der Zelbiologie durchführen zu können und das interessante Thema 
dieser Arbeit bedanken. 
Des weiteren bedanke ich mich bei Lothar Jänsch für die fachliche Unterstützung und 
den freundschaftlichen Umgang. 
 
Dank auch meinen KollegInnen aus der Proteomgruppe Maja Baumgärtner, Jessica 
Schaumburg und Kathrin Thedieck sowie Dirk Wehmhöner, Sandra Pilawa, Joseph 
Wissing und Jennifer Ehe. 
Ganz herzlich bedanke ich mich bei Uwe Kärst für die freundliche Unterstützung bei 
der Arbeit und der Sekretionsvorhersage sowie Guido Dieterich für die 
Bioinformatischen Tools. 
Besonderer Dank gilt der Unterstützung durch Reiner Munder und Kirsten Minkhart 
sowie der Massenspektrometrieabteilung insbesondere Jacky Majewski, Andrea 
Abrahamik und Manfred Nimtz. 
Sehr hilfsbereit waren Tobias Reinl, Roman Fischer und Elmar Fischer, die mir 
einiges einfacher machten. 
 
Bedanken möchte ich mich auch bei den Leuten der Zellbiologie, darunter Brigitte 
Denker, Marlies Konradt, Amanda Mühlmann, Christian Erck, Anke Fabian, Julia 
Ehinger, Annika Steffen und Andrea Jenzora sowie Klemens Rottner und Petra 
Hagendorff, die mich viel unterstützten. 
 
Thres Stradal gilt mein besonderer Dank für ihre immerwährende Unterstützung, 
Diskussionsbereitschaft, Motivation und gemeinsame "Tschiggen". 
 
Bei Hartmut Niemann bedanke ich mich herzlich für das Bereitstellen von 
aufgereinigtem InlB-Protein. 
Helénè Bierne danke ich für die Möglichkeit der Kooperation mit den Sortasen und 
die Bereitstellung der Stämme. 
Bei Christoph Hauck bedanke ich mich für die Bereitstellung des FAK-GFP-Plasmids. 
Victor Wray danke ich herzlich für das hervorragende Korrigieren des Sekretom-
Artikels. 
Bei Tanja Töpfer und Robert Geffers bedanke ich mich herzlich für die RNA-
Aufarbeitung und die Transkriptomuntersuchungen. 
 
Prof. Dieter Jahn danke ich für die Übernahme des Co-Referats. Ihm und seiner 
Gruppe danke ich für die fruchtbaren Kooperationen.  
 
Meinen Eltern, meinen Geschwistern und Freunden danke ich für die Unterstützung 
auch in schwierigen Zeiten. 
 
Katha danke ich für die Korrekturen, dafür, dass sie mich nach Braunschweig 
verschleppte und dafür, dass sie immer für mich da war.  
 
 
8. ANHANG  161 
8. ANHANG 
 
UAbb. 8.1: U  2D-Gel der Überstandsproteine von L. monocytogenes EGD-e wt (pH 7-11). 
Überstandsproteine wurden durch TCA gefällt und mittels 2D-PAGE im Bereich pH 7-
11 aufgetrennt. Nach Färbung durch RuBPS wurden ausgewählte Proteine durch 
MALDI-TOF MS identifiziert.  
 
 
UAbb. 8.2: U  2D-Gel der Überstandsproteine von L. monocytogenes ∆prfA.  
Überstandsproteine wurden durch TCA gefällt und mittels 2D-PAGE im Bereich pH 4-
7 aufgetrennt. Färbung durch RuBPS.  
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UTabelle 8.1: U Identifizierte Proteine im Kulturüberstand von L. innocua 




Zelloberflächenproteine und Metabolismus der Zellwand 
Lin0141 Unknown (LPXTG motif) Lmo0842 Nein 
Lin0176 Autolysin Lmo0129 Ja 
Lin0177 5'-nucleotidase (LPXTG motif) Lmo0130 Nein 
Lin0461 Penicillin-binding protein (D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase) Lmo0441 Nein 
Iap P60 extracellular protein, invasion associated protein Iap Iap Ja 
Lin0636 Adhesin (LPXTG motif)  Lmo0627 Nein 
Lin0661 Internalin like protein (LPXTG motif) Kein Ortho Nein 
Lin1064 Autolysin (GW motif) Kein Ortho Nein 
Lin1179 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (GW motif) Lmo1216 Ja 
Lin1328 Internalin like protein (LPXTG motif) Lmo1289 Nein 
Lin1556 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (GW motif) Lmo1521 Ja 
Lin2055 Unknown, LysM domain Lmo1941 Nein 
Lin2289 NEAr Transporter Lmo2185 Ja 
Lin2290 NEAr Transporter Lmo2186 Ja 
Lin2647 Peptidase M23/M37 Lmo2504 Ja 
Spl Peptidoglycan lytic protein P45 Spl Ja 
Lin2666 Unknown, LysM domain Lmo2522 Ja 
Ami Autolysin Ami Ja 
Lin2838 Autolysin Lmo2691 Ja 
Lin2862 Unknown (LPXTG motif) Lmo2714 Ja 
 
Transporter, Lipoproteine und Energiestoffwechsel 
QoxA AA3-600 quinol oxidase subunit II QoxA Ja 
Lin0143 PTS system mannose-specific, factor IIAB Lmo0096 Nein 
Lin0182 Oligopeptide ABC transporter (binding protein) Lmo0135 Ja 
Lin0190 Oligopeptide ABC transporter (binding protein) Lmo0152 Ja 
Lin0191 High-affinity zinc ABC transporter (Zn(II)-binding lipoprotein) Lmo0153 Ja 
Lin0307 ABC transporters (ATP-binding protein) Kein Ortho Nein 
PtsH PTS phosphocarrier protein Hpr (histidine containing protein) PtsH Ja 
Lin1002 Phosphotransferase system enzyme I Lmo1003 No 
TrxA Thioredoxin TrxA Nein 
TcsA CD4+ T cell-stimulating antigen, lipoprotein TcsA Ja 
Lin1849 Amino acid ABC transporter (binding protein) Lmo1738 Ja 
Lin2300 Pheromone ABC transporter (binding protein) Lmo2196 Ja 
Lin2447 Na+/H+ antiporter Lmo2353 Nein 
Lin2472 Phosphotransferase system (PTS) beta-glucoside-specific enzyme IIB 
component 
Lmo2373 Nein 




Zellteilung und Flagellen 
Lin0236 SpoVG protein Lmo0197 Nein 
FlaA Flagellin protein FlaA Nein 
Lin0707 Flagellar switch protein FliM Lmo0699 Nein 
Lin0714 Flagellar hook-associated protein 3 FlgL Lmo0706 Nein 
FtsZ Cell-division initiation protein Fts FtsZ Nein 
 
Entgiftung und Adaption an untypische Bedingungen 
Lin0927 Sulfatase/Phosphatase Lmo0927 Ja 
Fri Non-heme iron-binding ferritin Fri Ja 
Lin1103 Clp protease Lmo1138 Nein 
Sod Superoxide dismutase Sod Ja 
Kat Catalase Kat Ja 
 
Chaperone 
DnaK Heat-shock protein DnaK DnaK Ja 
GroEL Heat-shock protein GroEL GroEL Ja 
GroES Heat-shock protein GroES GroES Ja 
 
Regulation und Sensing 
Lin0031 Xylose repressor Lmo0032 Nein 
Lin1622 Transcriptional regulator, MerR family Kein Ortho Nein 
Lin1807 Methyl-accepting chemotaxis proteins Lmo1699 Nein 
Lin2662 Transcriptional regulator, LytR family Lmo2518 Ja 
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Proteinsynthese (Elongation) 
RplL Ribosomal protein L12 RplL Ja 
Lin0987 Peptide chain release factor 3 (RF-3) Lmo0988 Nein 
Tsf Translation elongation factor Tsf Ja 
Lin2052 Ribosomal protein S1 like protein Lmo1938 Nein 
TufA Translation elongation factor EF-Tu TufA Ja 
 
DNA-bindende Proteine 
Hup Non-specific DNA-binding protein HU Hup Ja 
Kohlenhydratmetabolismus 
Ldh L-lactate dehydrogenase Lsh Nein 
Lin0449 Sugar hydrolase Lmo0429 Nein 
PdhD Dihydrolipoamide dehydrogenase, E3 subunit of pyruvate dehydrogenase 
complex 
PdhD Nein 
Lin1413 6-phosphogluconate dehydrogenase Lmo1376 Nein 
PykA Pyruvate kinases PykA Nein 
Lin1606 Phosphofructokinase Lmo1571 Ja 
Lin2355 Phosphoglucomutase Lmo2253 Nein 
Pgi Glucose-6-phosphate isomerase Pgi Nein 
Eno Enolase Eno Ja 
Tpi Triose phosphate isomerase Tpi Nein 
Pgk Phosphoglycerate kinase Pgk Ja 
Gap Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase Gap Ja 
FbaA Fructose-1,6-bisphosphate aldolase type II FbaA Nein 
Aminosäuremetabolismus 
CysK Cysteine synthase CysK Ja 
Lin0263 Arginine kinase Lm0231  Nein 
GlnA Glutamine synthetases GlnA Nein 
Lin1552 Nitrogen regulatory PII protein Lmo1517 Nein 
GlyA Glycine hydroxymethyltransferase ClyA Ja 
Nukleotid- und Nukleinsäurenmetabolismus 
Prs Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase Prs Nein 
Unbekannt 
LmaA Unknown LmaA Ja 
Lin0166 Unknown Lmo0119 Ja 
Lin0173 Unknown, similar to B. subtilis YabE protein Lmo0126 Nein 
Lin0225 Unknown, similar to B. subtilis YycI protein Lmo0186 Nein 
Lin0318 Unknown, conserved hypothetical protein Lmo0290 Nein 
Lin0567 Unknown Lmo0558 Nein 
Lin0683 Unknown Lmo0675 Nein 
Lin0784 unknown, similar to membrane proteins Lmo0791 Nein 
Lin0908 unknown Lmo0908 Nein 
Lin1056 unknown Lmo1068 Ja 
Lin1090 unknown Kein Ortho Nein 
Lin1210 unknown, similar to B. subtilis YneA protein Kein Ortho Nein 
Lin1341 unknown, similar to B. subtilis YqzC protein Lmo1303 Ja 
Lin1370 Unknown Lmo1333 Ja 
Lin1864 unknown Lmo1752 Nein 
Lin2185 Unknown Lmo2079 Ja 
 
Phagenproteine 
Lin0174 Gp20 from Bacteriophage A118 Lmo0127 Nein 
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UAbb. 8.3: U  2D-Gel der cytosolischen Proteine von L. monocytogenes EGD-e wt.  
Die Zellen wurden durch eine French Press aufgeschlossen. Die Proteine wurden 
durch TCA gefällt und mittels 2D-PAGE im Bereich pH 4-7 aufgetrennt. Nach Färbung 
durch RuBPS wurden ausgewählte Proteine durch MALDI-TOF MS identifiziert.  
 
 
UAbb. 8.4: U  2D-Gel der cytosolischen Proteine von L. monocytogenes ∆prfA.  
Die Zellen wurden durch eine French Press aufgeschlossen. Die Proteine wurden 
durch TCA gefällt, mittels 2D-PAGE im Bereich pH 4-7 aufgetrennt und durch RuBPS 
gefärbt.  
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UAbb. 8.5: U  2D-Gel der cytosolischen Proteine von L. innocua CLIP11262 wt.  
Die Zellen wurden durch eine French Press aufgeschlossen. Die Proteine wurden 
durch TCA gefällt, mittels 2D-PAGE im Bereich pH 4-7 aufgetrennt und durch RuBPS 
gefärbt.  
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UTabelle 8.2: U Vorhergesagte sekretorische Proteine von L. monocytogenes EGD-e 
     
Gen Name Klasse neu Funktion/Ähnlichkeit 
Lmo0019  7  Unknown 
Lmo0105  7  Unknown, highly similar to chitinase B 
Lmo0202 hly 7  Listeriolysin O precursor 
Lmo0205 plcB 7  Phospholipase C 
Lmo0275  7  Unknown, C-terminal part similar to B. subtilis ComEC protein 
Lmo0551  7 y Unknown 
Lmo0576  7 y Unknown, hypothetical cell wall associated protein 
Lmo0585  7  Unknown, putative secreted protein 
Lmo0638  7 y Unknown 
Lmo0810  7 y Unknown, similar to spermidine/putrescine-binding protein 
Lmo0881  7  Unknown 
Lmo1264  7  Unknown 
Lmo1585  7 y Unknown, similar to proteases 
Lmo1654  7  Unknown, putative cell surface protein 
Lmo1752  7  Unknown 
Lmo1883  7  Unknown, similar to chitinases 
Lmo2093  7  Unknown 
Lmo2156  7  Unknown 
Lmo2217  7  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2467  7  Unknown, similar to chitinase and chitin binding protein 
Lmo2504  7 y Unknown, similar to cell wall binding proteins 
Lmo2522  7  Unknown, similar to hypothetical cell wall binding protein from B. subtilis 
Lmo2568  7  Unknown 
Lmo2776  7  Unknown 
Lmo0017  6  Unknown, similar to B. anthracis CapA protein (polyglutamate capsule biosynthesis) 
Lmo0086  6  Unknown 
Lmo0201 plcA 6  Phosphatidylinositol-specific phospholipase c 
Lmo0203 mpl 6  Zinc metalloproteinase precursor 
Lmo0206  6  Unknown 
Lmo0289  6  Unknown, similar to B. subtilis YycH protein 
Lmo0392  6  Unknown, highly similar to B. subtilis YqfA protein 
Lmo0408  6  Unknown 
Lmo0453  6 y Unknown, conserved hypothetical proteins 
Lmo0462  6  Unknown 
Lmo0481  6 y Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo0516  6  Unknown, similar to B. anthracis encapsulation protein CapA 
Lmo0549  6 y Unknown, similar to internalin protein 
Lmo0587  6  Unknown, putative secreted protein 
Lmo0601  6  Unknown, similar to cell surface protein 
Lmo0724  6 y Unknown, similar to B. subtilis YvpB protein 
Lmo0755  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo0778  6  Unknown 
Lmo0849  6 y Unknown, similar to amidases 
Lmo0950  6 y Unknown 
Lmo0971 dltD 6 y DltD protein for D-alanine esterification of lipoteichoic acid and wall teichoic acid 
Lmo1205  6 y Unknown, similar to putative cobalt transport protein CbiN 
Lmo1303  6  Unknown, similar to B. subtilis YneA protein 
Lmo1334  6 y Unknown, similar to B. subtilis YqzD protein 
Lmo1341  6 y Unknown, weakly similar to to B. subtilis comG operon protein 7 (comGG) 
Lmo1343  6 y Unknown, similar to comG operon protein 5 (comGE) 
Lmo1399  6 y Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1499  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1547 mreC 6 y Unknown, similar to cell-shape determining protein MreC 
Lmo1602  6 y Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1656  6  Unknown 
Lmo1855  6 y Unknown, similar to D-alanyl-D-alanine carboxypeptidases 
Lmo1862  6  Unknown, similar to hypothetical proteins 
Lmo1913  6  Unknown, similar to unknown proteins 
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Lmo1966  6 y Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2027  6  Unknown, putative cell surface protein, similar to internalin proteins 
Lmo2036 murD 6 y Unknown, similar to UDP-N-acetylmuramoylalanine D-glutamate ligase 
Lmo2039 pbpB 6 y Unknown, similar to penicillin-binding protein 2B 
Lmo2063  6 y Unknown 
Lmo2074  6 y Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2106  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2119  6 y Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2420  6  Unknown 
Lmo2439  6  Unknown  
Lmo2442  6  Unknown  
Lmo2444  6 y Unknown, similar to glycosidase 
Lmo2470  6  Unknown, similar to internalin proteins 
Lmo2639  6  Unknown 
Lmo2686  6  Unknown  
Lmo2807  6  Unknown, hypothetical secreted protein 
Lmo0087  5  Unknown  
Lmo0193  5  Unknown  
Lmo0461  5  Unknown 
Lmo0545  5  Unknown  
Lmo0671  5  Unknown 
Lmo0745  5  Unknown 
Lmo0929  5  Unknown, similar to sortase 
Lmo0951  5 y Unknown 
Lmo1078  5 y Unknown, similar to putative UDP-glucose pyrophosphorylases 
Lmo1306  5 y Unknown, highly similar to B. subtilis YneF protein 
Lmo1333  5  Unknown, similar to B. subtilis YqzC protein 
Lmo1344  5 y Unknown, similar to comG operon protein 4 (comGD) 
Lmo1345  5 y Unknown, similar to comG operon protein 3 
Lmo1432  5 y Unknown 
Lmo1511  5  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1518  5  Unknown 
Lmo1529  5 y Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1786 inlC 5  Internalin C 
Lmo1861  5 y Unknown, similar to hypothetical proteins 
Lmo2051  5  Unknown, weakly similar to proteases 
Lmo2056  5 y Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2089  5  Unknown, similar to lipases 
Lmo2710  5  Unknown 
Lmo2754  5 y Unknown, similar to D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (penicillin-binding protein 5) 
Lmo2809  5  Unknown, hypothetical secreted protein 
Lmo0052  4 y Unknown, highly similar to B. subtilis YybT protein 
Lmo0362  4 y Unknown, similar to conserved hypothetical protein 
Lmo0415  4  Unknown, similar to endo-1,4-beta-xylanase 
Lmo0438  4  Unknown 
Lmo0441  4  Unknown, similar to penicillin-binding protein (D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase) 
Lmo0443  4 y Unknown, similar to B. subtilis transcription regulator LytR 
Lmo0477  4  Unknown, putative secreted protein 
Lmo0478  4  Unknown, putative secreted protein 
Lmo0479  4  Unknown, putative secreted protein 
Lmo0540  4  Unknown, similar to penicillin-binding protein 
Lmo1088 tagB 4  Unknown, similar to teichoic acid biosynthesis protein B precursor 
Lmo1128  4  Unknown 
Lmo1715  4  Unknown, similar to hypothetical proteins 
Lmo2181  4  Unknown, similar to unknown protein 
Lmo2280  4  Protein gp23 [Bacteriophage A118] 
Lmo2805  4  Unknown, hypothetical secreted protein 
Lmo2808  4  Unknown, hypothetical secreted protein 
Lmo0217  3 y Unknown, similar to B. subtilis DivIC protein 
Lmo1103  3 y Unknown, highly similar to TN916 ORF13 
Lmo1851  3  Unknown, similar to carboxy-terminal processing proteinase 
Lmo2574  3 y Unknown 
Lmo2691 MurA 3 y Unknown, similar to autolysin, N-acetylmuramidase 
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UTabelle 8.2b: U Proteine, bei denen Funktion und Vorhersage für Sekretion widersprüchlich sind  
Lmo0914  7 y Unknown, similar to PTS system, IIB component 
Lmo1924 tyrA 7 y Unknown, similar to prephenate dehydrogenase 
Lmo0427  6 y Unknown, similar to PTS fructose-specific enzyme IIB component 
Lmo1269  6 y Unknown, similar to type-I signal peptidase 
Lmo1720  6 y Unknown, similar to phosphotransferase system (PTS) lichenan-specific enzyme IIB component
Lmo2373  6 y 
Unknown, similar to phosphotransferase system (PTS) beta-glucoside-specific enzyme IIB 
component 
Lmo2680 kdpC 6 y Potassium-transport atpase c chain 
Lmo2683  6 y Unknown, similar to cellobiose phosphotransferase enzyme IIB component 
Lmo2762  6 y Unknown, similar to PTS cellobiose-specific enzyme IIB 
Lmo1095  5 y Unknown, similar to PTS system, cellobiose-specific IIB component (cel A) 
Lmo1270  5 y Unknown, similar to signal peptidase I 
Lmo1271  5 y Unknown, similar to signal peptidase I 
Lmo1936 gpsA 5 y Unknown, similar to NAD(P)H-dependent glycerol-3-phosphate dehydrogenase 
Lmo2666  5 y Unknown, similar to PTS system galactitol-specific enzyme IIB component 
Lmo0039  4 y Unknown, similar to carbamate kinase 
Lmo2175  4 y Unknown, similar to dehydrogenase 
Lmo2533 atpF 4 y Unknown, highly similar to H+-transport ATP synthase chain b 
     
     
UTabelle 8.2c: U Aus der ursprünglichen Annotation entfernte nicht-sekretorische Proteine 
Lmo0186  < 3  Similar to unknown proteins 
Lmo0290  < 3  Similar to unknown proteins 
Lmo0962 lemA < 3  Listeria epitope LemA 
Lmo1495  membrane  Similar to unknown proteins 
Lmo1521  GW motif  Similar to N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 
Lmo1601  < 3  Similar to general stress protein 
Lmo2331  Lipoprotein  Similar to gp32_Bacteriophage A118 protein 
Lmo2485  < 3  Similar to unknown proteins 
Lmo2713  GW motif  Similar to unknown proteins 
Lmo2806  < 3  Similar to unknown proteins 
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UTabelle 8.3: U Vorhergesagte Oberflächen-assoziierte Proteine von L. monocytogenes EGD-e 
     
Gen Name Klasse  Funktion/Ähnlichkeit 
Lmo0058  7  Unknown, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo0135  7  Similar to oligopeptide ABC transporter system substrate-binding proteins, lipoprotein 
Lmo0152  7  Similar to oligopeptide ABC transporter-binding protein, lipoprotein 
Lmo0159  7  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0171  7  Unknown, similar to internalin proteins, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0175  7  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0255  7  Unknown, similar to unknown protein, lipoprotein 
Lmo0262 inlG 7  Internalin G, LPXTG motif 
Lmo0263 inlH 7  Internalin H, LPXTG motif 
Lmo0264 inlE 7  Internalin E, LPXTG motif 
Lmo0320  7  Unknown, similar to surface protein (peptidoglycan bound, LPXTG motif) 
Lmo0355  7  Unknown, similar to Flavocytochrome C Fumarate Reductase chain A, lipoprotein 
Lmo0366  7  Unknown, conserved hypothetical protein, putative lipoprotein 
Lmo0460  7  Unknown, putative membrane associated lipoprotein 
Lmo0517  7  Unknown, similar to phosphoglycerate mutase, lipoprotein 
Lmo0528  7  Unknown, hypothetical secreted protein, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo0541  7  Unknown, similar to ABC transporter (binding protein), lipoprotein 
Lmo0610  7  Unknown, similar to internalin proteins, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0627  7  Unknown, peptidoglycan bound protein similar to adhesin, LPXTG motif 
Lmo0768  7  Unknown, similar to sugar ABC transporter, periplasmic sugar-binding protein, lipoprotein 
Lmo0791  7  Unknown, lipoprotein 
Lmo0801  7  Unknown, similar to internalin, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0821  7  Unknown, C-terminal hydrophobic anchor, lipoprotein 
Lmo0842  7  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0859  7  
Unknown, similar to putative sugar ABC transporter, periplasmic sugar-binding protein, 
lipoprotein 
Lmo0880  7  Unknown, similar to wall associated protein precursor, LPXTG motif 
Lmo0945  7  Unknown, similar to C-terminal part of B. subtilis ComEC protein and to ComEA, lipoprotein 
Lmo1073  7  Unknown, similar to metal binding protein (ABC transporter), lipoprotein 
Lmo1076  7  Unknown, similar to autolysin (EC 3.5.1.28) (N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase), GW motif 
Lmo1136  7  Unknown, similar to internalin, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo1265  7  Unknown, weakly similar to oligopeptide ABC transporter AppA (binding protein), lipoprotein 
Lmo1289  7  Unknown, similar to internalin proteins, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo1290  7  Unknown, similar to internalin proteins, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo1521  7  Unknown, similar to N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase, GW motif 
Lmo1730  7  Unknown, similar to sugar ABC transporter binding protein, lipoprotein 
Lmo1738  7  Unknown, similar to amino acid ABC transporter (binding protein), lipoprotein 
Lmo1757  7  Unknown, similar to unknown protein, lipoprotein 
Lmo1800  7  Unknown, similar to protein-tyrosine phosphatase, lipoprotein 
Lmo1903  7  Unknown, similar to thioredoxin, lipoprotein 
Lmo2007  7  Unknown, weakly similar to putative sugar-binding lipoproteins 
Lmo2061  7  Unknown, similar to unknown proteins, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo2079  7  Unknown, lipoprotein 
Lmo2080  7  Unknown, lipoprotein 
Lmo2125  7  Unknown, similar to maltose/maltodextrin ABC-transporter (binding protein), lipoprotein 
Lmo2184  7  Unknown, similar to ferrichrome ABC transporter (binding protein), lipoprotein 
Lmo2219  7  Unknown, similar to post-translocation molecular chaperone, lipoprotein 
Lmo2331  7  Unknown, weakly similar to gp32 / Bacteriophage A118 protein, lipoprotein 
Lmo2349  7  Unknown, similar to amino acid ABC transporter (binding protein), lipoprotein 
Lmo2396  7  Unknown, similar to internalin proteins, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo2416  7  Unknown, lipoprotein 
Lmo2417  7  Unknown, conserved lipoprotein (putative ABC transporter binding protein) 
Lmo2431  7  
Unknown, similar to B. subtilis ferrichrome ABC transporter fhuD precursor (ferrichrome-binding 
protein), lipoprotein 
Lmo2499  7  Unknown, similar to phosphate ABC transporter (binding protein), lipoprotein 
Lmo2594  7  Unknown, lipoprotein 
Lmo2636  7  Unknown, conserved hypothetical lipoprotein 
Lmo2637  7  Unknown, conserved lipoprotein 
Lmo2713  7  Unknown, secreted protein, GW motif 
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Lmo2714  7  Unknown, peptidoglycan anchored protein, LPXTG motif 
Lmo2812  7  Unknown, similar to D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase, lipoprotein 
Lmo2839  7  Unknown, similar to sugar binding protein (ABC transporter), lipoprotein 
Lmo0047  6  Unknown, lipoprotein 
Lmo0153  6  Unknown, similar to a probable high-affinity zinc ABC transporter (Zn(II)-binding lipoprotein) 
Lmo0181  6  Unknown, similar to sugar ABC transporter, sugar-binding protein, lipoprotein 
Lmo0285  6  Unknown, putative lipoprotein 
Lmo0324  6  Unknown, lipoprotein 
Lmo0327  6  Unknown, similar to cell surface proteins, LPXTG motif 
Lmo0331  6  Unknown, similar to internalin, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0433 inlA 6  Internalin A, LPXTG motif 
Lmo0463  6  Putative peptidoglycan linked protein, LPXTG motif 
Lmo0514  6  Unknown, similar to internalin protein, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0550  6  Unknown, pepdidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0552  6  Unknown, similar to unknown proteins, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo0582 iap 6  P60 extracellular protein, invasion associated protein Iap 
Lmo0586  6  Unknown, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo0617  6  Unknown, lipoprotein 
Lmo0701  6  Unknown, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo0725  6  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0732  6  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0835  6  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0953  6  Unknown, lipoprotein 
Lmo1016 gbuC 6  
Unknown, highly similar to glycine betaine ABC transporters (glycine betaine-binding protein), 
lipoprotein 
Lmo1068  6  Unknown, lipoprotein 
Lmo1104  6  Unknown, highly similar to TN916 ORF14 and to L. monocytogenes P60 protein 
Lmo1115  6  Unknown, similar to fibrinogen-binding protein, LPXTG motif 
Lmo1340  6  Unknown, similar to B. subtilis YqgU protein, lipoprotein 
Lmo1379  6  Unknown, similar to B. subtilis SpoIIIJ protein, lipoprotein 
Lmo1388 tcsA 6  Unknown, CD4+ T cell-stimulating antigen, lipoprotein 
Lmo1413  6  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo1426 opuCC 6  
Unknown, similar to glycine betaine/carnitine/choline ABC transporter (osmoprotectant-binding 
protein), lipoprotein 
Lmo1444  6  Unknown, similar to protein secretion PrsA (post-translocation molecular chaperone), lipoprotein
Lmo1649  6  Unknown, lipoprotein 
Lmo1666  6  Unknown, peptidoglycan linked protein, LPXTG motif 
Lmo1671  6  Unknown, similar to ABC transporter and adhesion proteins, lipoprotein 
Lmo1847  6  
Unknown, similar to adhesion binding proteins and lipoproteins with multiple specificity for metal 
cations (ABC transporter), lipoprotein 
Lmo1959  6  Unknown, similar to ferrichrome binding protein, lipoprotein 
Lmo2026  6  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo2085  6  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo2178  6  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo2179  6  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo2185  6  Unknown, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo2186  6  Unknown, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo2196  6  Unknown, similar to pheromone ABC transporter (binding protein), lipoprotein 
Lmo2446  6  Unknown, similar to glycosidase, lipoprotein 
Lmo2505 spl 6  Peptidoglycan lytic protein P45 
Lmo2558 ami 6  autolysin, amidase, GW motif 
Lmo2569  6  Unknown, similar to dipeptide ABC transporter (dipeptide-binding protein), lipoprotein 
Lmo2576  6  Unknown, peptidoglycan anchored protein, LPXTG motif 
Lmo2578  6  Unknown, lipoprotein 
Lmo2591  6  Unknown, surface protein similar to N-acetylmuramidase, GW motif 
Lmo2595  6  Unknown, similar to unknown proteins, lipoprotein 
Lmo2642  6  Unknown, lipoprotein 
Lmo2854  6  Unknown, highly similar to B. subtilis SpoIIIJ protein, lipoprotein 
Lmo0013 qoxA 5  AA3-600 quinol oxidase subunit II, lipoprotein 
Lmo0082  5  Unknown, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo0130  5  Unknown, similar to 5'-nucleotidase, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0160  5  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0204 actA 5  Actin-assembly inducing protein precursor, C-terminal hydrophobic anchor 
Lmo0207  5  Unknown, hypothetical lipoprotein 
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Lmo0303  5  Unknown, putaive secreted, lysin rich protein, lipoprotein 
Lmo0333  5  Unknown, similar to internalin proteins, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0394  5  Unknown, similar to L. monocytogenes extracellular P60 protein 
Lmo0409 inlF 5  Unknown, similar to internalin, peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0435  5  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0510  5  Unknown, lipoprotein 
Lmo1041  5  Unknown, similar to molybdate ABC transporter binding protein, lipoprotein 
Lmo1215  5  Unknown, similar to N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (autolysin), GW motif 
Lmo1216  5  Unknown, similar to N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (autolysin), GW motif 
Lmo1653  5  Unknown, putative cellsurface protein, lipoprotein 
Lmo2203  5  Unknown, similar to N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase and to internalin B, GW motif 
Lmo2821  5  Unknown, similar to internalin, Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
Lmo0434 inlB 4  Internalin B, GW motif 
Lmo1799  4  Unknown, putative peptidoglycan bound protein, LPXTG motif 
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UTabelle 8.4: U Vorhergesagte assoziierte und integrale Membranproteine von L. monocytogenes 
     
Gen Name Klasse  Funktion/Ähnlichkeit 
Lmo0029  7  Unknown 
Lmo0057  7  Unknown, similar to B. subtilis YueB protein 
Lmo0365  7  Unknown, similar to conserved hypothetical protein 
Lmo0404  7  Unknown 
Lmo0530  7  Unknown 
Lmo0666  7  Unknown, similar to unknown protein 
Lmo0847  7  Unknown, similar to Glutamine ABC transporter (binding transport protein) 
Lmo1021  7  Unknown, similar to two-component sensor histidine kinase in B. subtilis YvqE protein 
Lmo1226  7  Unknown, similar to transporter (B. subtilis YdgH protein) 
Lmo1252  7  Unknown, similar to B. subtilis YxkD protein 
Lmo1391  7  Unknown, similar to sugar ABC transporter, permease protein 
Lmo1527  7  Unknown, similar to protein-export membrane protein SecDF 
Lmo1686  7  Unknown, similar to hypothetical proteins 
Lmo1971  7  Unknown, similar to pentitol PTS system enzyme II C component 
Lmo2062  7  Unknown, similar to copper export proteins 
Lmo2171  7  Unknown, similar to antiporter proteins 
Lmo2249  7  Unknown, similar to low-affinity inorganic phosphate transporter 
Lmo2443  7  Unknown 
Lmo2688  7  Unknown, similar to cell division protein FtsW 
Lmo0037  6  Unknown, similar to amino acid transporter 
Lmo0088  6  Unknown, similar to ATP synthase C chain 
Lmo0094  6  Unknown 
Lmo0220 ftsH 6  Unknown, highly similar to cell division protein ftsH 
Lmo0288  6  Unknown, similar to two-component sensor histidine kinase 
Lmo0405  6  Unknown, similar to phosphate transporter protein 
Lmo0412  6  Unknown 
Lmo0428  6  Unknown, similar to PTS fructose-specific enzyme IIC component 
Lmo0448  6  Unknown, similar to amino acid antiporter 
Lmo0452  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo0475  6  Unknown 
Lmo0621  6  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo0626  6  Unknown, similar to unknown protein 
Lmo0680  6  Unknown, similar to flagella-associated protein flhA 
Lmo0685  6  Unknown, similar to motility protein (flagellar motor rotation) MotA 
Lmo0731  6  Unknown 
Lmo0836  6  Unknown, similar to B. subtilis YrkR protein 
Lmo0843  6  Unknown, similar to B. subtilis protein YsdA 
Lmo0867  6  Unknown 
Lmo0872  6  Unknown, similar to antibiotic resistance protein 
Lmo0952  6  Unknown 
Lmo0954  6  Unknown 
Lmo0981  6  Unknown, similar to efflux transporter 
Lmo0985  6  Unknown 
Lmo1004  6  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo1071  6  Unknown, similar to cell-division protein RodA and FtsW 
Lmo1131  6  Unknown, similar to ABC transporters, ATP-binding proteins 
Lmo1190  6  Unknown 
Lmo1204  6  Unknown, similar to cobalamin biosynthesis protein M 
Lmo1210  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1300  6  Unknown, similar to arsenic efflux pump protein 
Lmo1352  6  Unknown 
Lmo1416  6  Unknown 
Lmo1429  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1461  6  Unknown 
Lmo1526  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1568  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1623  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1650  6  Unknown, similar to hypothetical proteins 
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Lmo1696  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1909  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1911  6  Unknown, similar to unknown proteins (hypothetical sensory transduction histidine kinase) 
Lmo1945  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1947 resE 6  Unknown, similar to two-component sensor histidine kinase 
Lmo1957 fhuG 6  Unknown, similar to ferrichrome ABC transporter (permease) 
Lmo2017  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2058 ctaA 6  Unknown, similar to hemeO oxygenase 
Lmo2070  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2081  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2092 betL 6  Glycine betaine transporter BetL 
Lmo2129  6  Unknown 
Lmo2135  6  Unknown, similar to PTS system, fructose-specific enzyme IIC component 
Lmo2183  6  Unknown, similar to ferrichrome ABC transporter (permease) 
Lmo2224  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2232  6  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2250 arpJ 6  Unknown, similar to amino acid ABC transporter permease protein 
Lmo2330  6  Unknown, similar to protein gp33 [Bacteriophage A118] 
Lmo2362  6  Unknown, similar to amino acid antiporter (acid resistance) 
Lmo2377  6  Unknown, similar to multi-drug resistance efflux pump 
Lmo2381  6  Unknown, similar to proteins involved in resistance to cholate / NA(+) and in pH homeostasis 
Lmo2384  6  Unknown, similar to proteins involved in resistance to cholate / NA(+) and in pH homeostasis 
Lmo2387  6  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo2399  6  Unknown, similar to conserved hypothetical proteins 
Lmo2409  6  Unknown 
Lmo2410  6  Unknown 
Lmo2451  6  Unknown, similar to preprotein translocase subunit SecG 
Lmo2497  6  Unknown, similar to phosphate ABC transporter permease protein 
Lmo2500 phoR 6  Two-component sensor histidine kinase 
Lmo2503  6  Unknown, similar to cardiolipin synthase 
Lmo2518  6  Unknown, similar to B. subtilis putative transcriptional regulator LytR 
Lmo2519  6  Unknown, similar to B. subtilis TagO teichoic acid linkage unit synthesis protein 
Lmo2534 atpE 6  Unknown, highly similar to H+-transporting ATP synthase chain c 
Lmo2582  6  Unknown, similar to two-component sensor histidine kinase 
Lmo2640  6  Unknown 
Lmo2687  6  Unknown 
Lmo2716 cydC 6  Unknown, highly similar to ABC transporter required for expression of cytochrome BD 
Lmo2775  6  Unknown, hypothetical membrane protein 
Lmo2793  6  Unknown 
Lmo2845  6  Unknown, similar to transmembrane efflux proteins 
Lmo0136  5  Unknown, similar to oligopeptide ABC transporter permease protein 
Lmo0179  5  Unknown, similar to sugar ABC transporter permease proteins 
Lmo0180  5  Unknown 
Lmo0269  5  Unknown, similar to transporter 
Lmo0349  5  Unknown 
Lmo0350  5  Unknown 
Lmo0403  5  Unknown 
Lmo0414  5  Unknown, conserved membrane protein 
Lmo0419  5  Unknown, similar to unknown protein 
Lmo0449  5  Unknown 
Lmo0450  5  Unknown, similar to unknown protein 
Lmo0523  5  Unknown, similar to B. subtilis YybC protein 
Lmo0596  5  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo0598  5  Unknown, similar to proteins involved in biotin metabolism (BioY) 
Lmo0603  5  Unknown 
Lmo0607  5  Unknown, similar to ABC transporter ATP-binding protein 
Lmo0632  5  Unknown, similar to PTS system, fructose-specific IIC component 
Lmo0642  5  Unknown 
Lmo0676  5  Unknown, similar to flagellar biosynthesis protein FliP 
Lmo0757  5  Unknown, similar to hypothetical proteins 
Lmo0767  5  Unknown, similar to ABC transp. permease protein 
Lmo0805  5  Unknown 
Lmo0839  5  Unknown, similar to Tetracycline resistance protein 
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Lmo0860  5  Unknown, similar to sugar ABC transporter permease protein 
Lmo0897  5  Unknown, similar to transporter proteins 
Lmo0921  5  Unknown, similar to B. subtilis YcgQ protein 
Lmo0925  5  Unknown, putative membrane protein 
Lmo0998  5  Unknown, similar to hypothetical protein 
Lmo1020  5  Unknown, similar to B. subtilis YvqF protein 
Lmo1026  5  Unknown, similar to B. subtilis LytR protein 
Lmo1040  5  Unknown, similar to molybdenum ABC transporter permease 
Lmo1061  5  Unknown, similar to two-component sensor histidine kinase 
Lmo1101  5  Unknown, similar to lipoprotein signal peptidase 
Lmo1211  5  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1284  5  Unknown, conserved hypothetical protein similar to B. subtilis YneS protein 
Lmo1390  5  Unknown, similar to ABC transporter permease proteins 
Lmo1396  5  Unknown, similar to phosphatidylglycerophosphate synthase 
Lmo1409  5  Unknown, similar to multidrug-efflux transporter 
Lmo1508  5  Unknown, similar to two-component sensor histidine kinase 
Lmo1516  5  Unknown, similar to ammonium transporter NrgA 
Lmo1546 mreD 5  Unknown, similar to cell-shape determining protein MreD 
Lmo1550 comC 5  Unknown, similar to B. subtilis late competence protein ComC (type IV prepilin peptidase) 
Lmo1624  5  Unknown  
Lmo1625  5  Unknown, similar to putative transporters 
Lmo1637  5  Unknown, similar to membrane proteins 
Lmo1640  5  Unknown 
Lmo1682  5  Unknown, similar to transmembrane transport proteins 
Lmo1690  5  Unknown, similar to hypothetical proteins 
Lmo1731  5  Unknown, similar to sugar ABC transporter permease protein 
Lmo1732  5  Unknown, similar to sugar ABC transporter permease protein 
Lmo1762  5  Unknown 
Lmo1963  5  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1980  5  Unknown 
Lmo2001  5  Unknown, similar to PTS mannose-specific enzyme IIC component 
Lmo2011  5  Unknown, similar to two-component sensor histidine kinase 
Lmo2116  5  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2140  5  Unknown, similar to ABC transporter membrane protein 
Lmo2150  5  Unknown 
Lmo2195  5  Unknown, weakly similar to B. subtilis comG operon protein comGG 
Lmo2204  5  Unknown, similar to unknown protein 
Lmo2255  5  Unknown 
Lmo2279  5  Holin [Bacteriophage A118] 
Lmo2360  5  Unknown, transmembrane protein 
Lmo2371  5  Unknown, similar to putative ABC-transporter transmembrane subunit 
Lmo2378  5  Unknown, similar to proteins involved in resistance to cholate / NA(+) and in pH homeostasis 
Lmo2379  5  Unknown, similar to proteins involved in resistance to cholate / NA(+) and in pH homeostasis 
Lmo2382 mrpE 5  Unknown, similar to proteins involved in resistance to cholate / NA(+) and in pH homeostasis 
Lmo2423  5  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo2427  5  Unknown, similar to cell division proteins RodA, FtsW 
Lmo2428  5  Unknown, similar to cell division proteins RodA, FtsW 
Lmo2430  5  Unknown, similar to B. subtilis ferrichrome ABC transporter permease FhuG 
Lmo2490  5  Unknown, similar to B. subtilis CsbA protein 
Lmo2492  5  Unknown 
Lmo2508  5  Unknown, similar to conserved hypothetical proteins 
Lmo2553  5  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo2567  5  Unknown 
Lmo2570  5  Unknown 
Lmo2581  5  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo2602  5  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo2649  5  Unknown, similar to hypothetical PTS enzyme IIC component 
Lmo2706  5  Unknown 
Lmo2715 cydD 5  
Unknown, highly similar to ABC transporter ATP-binding protein required for the expression of 
cytochrome BD 
Lmo2738  5  Unknown, conserved hypothetical protein similar to hypothetical hemolysin 
Lmo2753  5  Unknown 
Lmo2768  5  Unknown, hypothetical membrane protein 
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Lmo2778  5  Unknown 
Lmo2799  5  Unknown, similar to phosphotransferase system mannitol-specific enzyme IIBC 
Lmo2818  5  Unknown, similar to transmembrane efflux protein 
Lmo2838  5  Unknown, similar to sugar ABC trans. permease protein 
Lmo0361  4  Unknown, similar to conserved hypothetical integral membrane protein 
Lmo0584  4  Unknown, conserved hypothetical membrane protein 
Lmo0639  4  Unknown, similar to transcription regulator (surface protein PAg negative regulator par) 
Lmo0641  4  Unknown, similar to heavy metal-transp. ATPase 
Lmo0650  4  Unknown, conserved membrane protein 
Lmo0656  4  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo0723  4  Unknown, similar to methyl-accepting chemotaxis protein 
Lmo0766  4  Unknown, similar to putative sugar ABC transporter permease protein 
Lmo0804  4  Unknown 
Lmo0853  4  Unknown, similar to E. coli SugE protein transmembrane chaperone 
Lmo0861  4  Unknown, similar to sugar ABC transporter permease protein 
Lmo0908  4  Unknown, similar to membrane proteins 
Lmo0947  4  Unknown, hypothetical transporter protein 
Lmo0963  4  Unknown, similar to putative heat shock protein HtpX, Listeria epitope LemB 
Lmo0987  4  Unknown, similar to St. agalactiae CylB protein 
Lmo1056  4  Unknown 
Lmo1062  4  Unknown, similar to ABC transporter permease protein 
Lmo1224  4  Unknown, similar to different proteins 
Lmo1378 lisK 4  Two-component sensor histidine kinase 
Lmo1506  4  Unknown, similar to transporter 
Lmo1617  4  Unknown, similar to multidrug-efflux transporter 
Lmo1652  4  Unknown, similar to ABC transporter ATP-binding protein 
Lmo1761  4  Unknown, similar to putative sodium-dependent transporter 
Lmo1884  4  Unknown, similar to xanthine permeases 
Lmo1920  4  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1958 fhuB 4  Unknown, similar to ferrichrome ABC transporter permease 
Lmo2009  4  Unknown, similar to putative transport system integral membrane protein 
Lmo2123  4  Unknown, similar to maltodextrin ABC-transport system (permease) 
Lmo2145  4  Unknown, similar to unknown protein 
Lmo2239  4  Unknown 
Lmo2264  4  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2347  4  Unknown, similar to amino acid ABC transporter permease 
Lmo2588  4  Unknown, similar to drug-export proteins 
Lmo2612 secY 4  Unknown, highly similar to preprotein translocase subunit 
Lmo2745  4  Unknown, similar to ABC transporter ATP-binding protein 
Lmo2752  4  Unknown, similar to ABC transporter ATP-binding protein 
Lmo2826  4  Unknown, similar to efflux proteins 
Lmo2837  4  Unknown, similar to sugar ABC transporter permease protein 
Lmo0073  3  Unknown 
Lmo0195  3  Unknown, similar to membrane protein putative ABC transporter component 
Lmo0215  3  Unknown, conserved membrane-spanning protein 
Lmo0298  3  Unknown, similar to PTS beta-glucoside-specific enzyme IIC component 
Lmo0444  3  Unknown, conserved hypothetical protein 
Lmo0527  3  Unknown, transmembrane protein 
Lmo0645  3  Unknown, similar to amino acid transporter 
Lmo0838 uhpT 3  Unknown, highly similar to hexose phosphate transport protein 
Lmo0876  3  Unknown, similar to PTS system, Lichenan-specific enzyme IIC component 
Lmo0980  3  Unknown, similar to ABC transporter transmembrane component 
Lmo1105  3  Unknown, highly similar to TN916 ORF15 
Lmo1112  3  Unknown, highly similar to TN916 ORF21 
Lmo1206 cbiQ 3  Unknown, similar to cobalt transport protein Q 
Lmo1438  3  Unknown, similar to penicillin-binding protein 
Lmo1495  3  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo1740  3  Unknown, similar to amino acid (glutamine) ABC transporter permease protein 
Lmo1864  3  Unknown, similar to hemolysin III proteins, putative integral membrane protein 
Lmo1892 pbpA 3  Unknown, similar to penicillin-binding protein 2A 
Lmo2034 divIB 3  Unknown, similar to cell-division initiation protein divIB 
Lmo2043  3  Unknown, similar to integral membrane proteins 
Lmo2122  3  Unknown, similar to maltodextrose utilization protein MalA 
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Lmo2229  3  Unknown, similar to penicillin-binding protein 
Lmo2231  3  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2254  3  Unknown, similar to unknown proteins 
Lmo2418  3  Unknown, similar to ABC transporter permease protein 
Lmo2421  3  Unknown, similar to two-component sensor histidine kinase 
Lmo2482 lgt 3  Unknown, highly similar to prolipoprotein diacylglyceryl transferase 
Lmo2498  3  Unknown, similar to phosphate ABC transporter permease protein 
Lmo2506 ftsX 3  Unknown, highly similar to cell-division protein FtsX 
Lmo2850  3  Unknown, similar to sugar transport proteins 
 
